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中文摘要 
 
人類在早期所使用的染料大都由大自然界的物質所獲得，而這些
自然的物質容易被大自然存在的微生物給漸漸分解；而到了現今的社
會，隨著產業發達，漸漸開發出很多化學合成染料並大規模生產，使
得染料廢棄物的性質變成極為複雜，這些廢棄物遠遠超過大自然所能
承受及分解的數量，而染料廢棄物經由排放之後隨即產生環境上的汙
染，最後造成我們人類的生活環境受到影響。 
本研究主要目的是尋找台灣原生菌株應用於去除不同種類的染
料污水，找出此菌株脫色效果較佳的染料種類，再以田口式實驗設計
法，尋找死菌與活菌去除染料的最佳操作條件，並計算其吸附反應動
力學的相關係數，來確認其等溫吸附模式，最後比較活菌與死菌之脫
色能力。由研究結果得知，我們篩選出一株對染料具有良好脫色效果
的菌株為 JTMB-F，經由生物資源保存及研究中心鑑定結果為
Pseudomonas sp.，Pseudomonas sp. JTMB-F 對不同染料脫色實驗中，
證實對 Methylene Blue 有較佳的脫色效果，另外以田口實驗，探討最
佳操作條件時，在溫度、菌體濃度、染料濃度、震盪速率的四項實驗
因子中，影響脫色效率最敏感因子為菌體濃度，而等溫吸附動力學分
析中，發現 Langmuir 等溫吸附模式較 Freundlich 等溫吸附模式更能
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描述 Pseudomonas sp. JTMB-F 吸附染料之行為，而死菌的染料去除能
力比活菌來的高，總結本菌株 Pseudomonas sp. JTMB-F 是一有潛力的
生物素材，未來可望實際應用於廢水中染料之去除。 
 
關鍵字：生物吸附；染料；動力學；Pseudomonas sp 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  -III-
英文摘要 
 
Natural dyes used in the past can be gradually broken down by 
microorganisms; however, the synthetic chemical dyes that are developed 
and mass-produced in modern times would result in dye wastes and have 
complex properties. The amount of wastes has overloaded the nature. The 
discharged dye wastes immediately lead to environmental pollution, 
ultimately affecting our living environment.  
This study aimed to identify Taiwan’s native bacterial strains for 
removing different dyes from wastewater. After determining the dye types 
of better decolorization effect by bacterial strains, this study applied 
Taguchi experimental design to find out the optimal operational 
conditions of the dead and live strains to remove dyes, calculate the 
correlation coefficients of the absorption reaction dynamics to confirm the 
isothermal absorption mode, and compare the decolorization capabilities 
of the dead and live strains. The results indicated that the selected 
JTMB-F strain of good decolorization effect is verified as Pseudomonas 
sp., Pseudomonas sp. by the Bioresoruces Preservation and Research 
Center. The JTMB-F decolorization experiments on different dyes proved 
that it has a good decolorization effect on Methylene Blue. According to 
the discussion on the optimal operational conditions by Taguchi 
experimental method, the most sensitive one among the four experimental 
factors, including temperature, strain concentration, dye concentration 
and vibration velocity, is the strain concentration. In the analysis of 
isothermal absorption dynamics, it was found that Langmuir isotherm 
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absorption model can better describe Pseudomonas sp. than Freundlich 
isothermal absorption model and others. Regarding the dye absorption 
behavior of JTMB-F, the dead strains can better remove dyes than the live 
strains, thus proving that the Pseudomonas sp. of this strain. JTMB-F is a 
biological material of potentials that can be applied in the removal of dyes 
in the wastewater.  
 
Keywords: biosorption; dye; dynamics; Pseudomonas sp. 
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第一章  緒論 
1-1  前言 
    人類在早期所使用的染料都由大自然的物質獲得，而這些自然的
物質容易被大自然存在的微生物分解；而到了現今的社會，隨著產業
革命之影響，漸漸開發出很多化學合成染料並且大規模生產，使得染
料廢棄物的性質變成極為複雜，這些廢棄物遠遠超過大自然所能承受
及分解的數量，而染料廢棄物經由排放之後隨即產生環境上的汙染，
最後造成人類的生活環境受到影響。   
    染料被廣泛用於工業，如紡織品，紙張，塑料和皮革等，根據報
導，有超過 10 萬種的染料被商品化，其每年生產量超過 70 萬噸左右
(Banat et al., 1996)，而這些製造工廠使用之染料，估計約仍有 12%還
殘留於製程之廢水中，排放之後造成嚴重之環境污染(Weber et al., 
1995)。 
含染料廢水之主要特色是具有龐大化學結構與分子量，屬於高
COD (低 BOD/COD 比值)、高色度、高鹼度及生物難降解之特質(宋
與鄭，1994);染料能阻礙光線進入水體中，致使水中植物無法進行光
合作用，降低水中的溶氧量，進而破壞水體之生態平衡，影響水生生
物之生存環境。另外，有些合成染料(如部分偶氮染料)也被發現具有
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致癌性或突變性(Heiss et al.,1992)，嚴重危害人體健康，因此找出將
廢水中殘存的染料有效去除的方法，是當務之急。 
    一般工業界所採用之廢水處理方式（呂，1984）可分為化學方法、 
物理方法與生物方法，但傳統方法皆不甚理想，如化學混凝法會產生 
大量化學污泥餅，造成後續處理上的困擾；物理吸附法中的活性碳吸 
附則需考慮成本與再生使用的問題；高級氧化法中的臭氧脫色則處理 
費用過高。生物處理則係利用真菌、藻類、放射菌或細菌將染料降解 
礦化，生物處理的最大優勢是比較不容易造成二次污染且具有對環境
友善之特性，而且這些生物材料培養容易、所需求的成本較低，是經
濟且理想的『綠色技術』處理方式(葉，2002)，所以生物處理法之改
善及升級，實為含染料廢水處理成功之重要關鍵。 
 
1-2  研究目的 
本研究自台灣原生菌株中尋找脫色菌株然後應用在處理染料廢
水，期望找出脫色最佳操作條件，獲得最佳脫色效率以期能對於染料
廢水的處理能夠有所助益。 
本研究的主要研究方向有四: 
一.分離與鑑定具有優異染料脫色能力的台灣本土菌株並測試此菌株
對不同染料之脫色能力。  
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二.觀察脫色菌株在不同生長時期其脫色能力表現之優劣，並進一步以
田口實驗找出環境因子影響脫色效果的最佳化條件。 
三.以等溫吸附模式，來計算其吸附反應動力學的相關係數。  
四.比較活菌與死菌對於染料脫色能力之差異。  
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第二章  文獻回顧 
2-1 染整廢水的來源 
    根據工研院化工所1984年所做的調查顯示，國內染料產量中，偶
氮染料佔總染料產量的90％以上，而偶氮染料的使用又以反應性染料
為最多。在工業上，染料的使用有將近30∼40％的染料會因處理過程
中而有所遺漏，若以每月使用量22噸以上的染料來計算，每年則有相
當大量的染料被排放到環境中，其污染的情形可說是相當嚴重 (呂，
1984;陳，1987)。 
民國80年間，紡織品是我國最大宗的工業輸出品，而染整業是紡
織工業中最重要的一環，從染整處理過程中，纖維經過退漿、精鍊、
絲光、漂白、染色、印花以及加工等程序步驟，在這些處理過程中有
大量的污染物被排出，這些污染物的組成複雜且具有巨大的化學結構
和分子量，是屬於具有高COD和高色度的有機物。目前染整廢水的處
理過程首先是調整pH值，之後再以化學混凝沈澱處理，繼而以物理
法、化學法或生物處理法等方式去除廢水中的色度問題(徐等，1996)。 
根據國內50家工廠調查（宋等，1994），一般染料廢水之pH值為
5.0∼11.5，COD之範圍為310∼4530 mg/L，BOD之範圍為65∼1600 
mg/L，SS為9∼700 mg/L，透視度因受色度及SS之影響其值約0-9 cm，
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而目前行政院環境保護署所公告之染整業的排放標準為COD＝160 
mg/L，BOD＝30 mg/L，SS=30 mg/L，水中真色色度=550，透視度＝
15 cm，由這些調查可知，染料廢水的污染情形是相當嚴重 (康，1990)。 
 
2-2 染料的簡介 
所謂色素（coloring matter），即指選擇性的吸收可見光（visible 
light），而顯現出相當於吸收光互補色顏色之物質；而同一色相之染
料，其濃淡之別則由光線吸收量來取決，吸收光線量越多者，其顏色
就越深。透過適當之染色方法可使纖維等著色，且又具相當大之堅牢
度（即對日光、汗液、摩擦、洗滌等之安定性），這些染料大部分為
芳香族有機化合物（邱，1987）。 
狹義言之，溶於水之色素謂之染料（dyestuffs），不溶於水之色
素謂之顏料（pigment）。廣義言之，染料與顏料可合稱色素（Dye，
Dyestuff，Colour），如今商業化染料則幾乎全為合成染料。 
 
2-3 常用的染料及助劑  
染色製程使用的藥劑可分為染料及助劑兩大類，染料使纖維著
色、助劑則是為使染色效果維持最佳操作條件的化學藥劑。 
染料中，偶氮染料是指由一偶氮化胺與含有一個或多個偶氮鍵結
之胺或酚偶合而成之化合物，為目前使用最大宗的染料之一。現在，
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至少有3000多種不同的偶氮染料被廣泛地用於紡織、印刷、食品、化
粧品及製藥工業中。因此，在生產過程中常造成廢水中色度的污染問
題(甘佳欣，2000)。 
 
2-3-1 染料分類 
1. 直接染料 
◆ 染料特色：不需酸、鹼或其他媒染劑，可以直接染著於纖維上。 
◆ 結構特性：直鏈狀，以偶氮為主體，結構內同時含有‧SO3 基
及‧NH2 基。 
2. 酸性染料 
◆ 染料特色：常於酸性浴中染色，對蛋白質纖維及聚醯胺纖維具親和
力。 
◆ 結構特性：偶氮結構含-OH、-SO3 等酸性基團。 
3. 酸性媒染染料 
◆ 染料特色：藉金屬媒染以增進染色堅牢度。 
◆ 結構特性：偶氮基連結苯環的鄰位上有-OH、-COOH 的構造，容
易與金屬形成金屬錯鹽。 
4. 鹽基性染料 
◆ 染料特色：溶於水呈陽離子，在中性或弱酸性浴中為染蛋白質纖
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維、丙烯晴纖維的良好染料。 
◆ 結構特性：化學結構上含-NH2、-NHR、-NR2 等芳香族胺基類。 
5. 甕染料 
◆ 染料特色：不溶於水，需用鹼性亞硫氫鹽還原處理，所以又稱還原
染料，主要用於纖維素纖維染色。 
◆ 結構特性：可分為靛藍系和昆蔥系兩類，均含一個或一個以上的酮
基。 
6. 硫化染料 
◆ 染料特色：不溶於水，但可溶於還原性鹼液，通常以硫化鈉溶解而
染色，價格低廉，為纖維素纖維的主要染料。 
◆ 結構特性：由芳香族有機化合物和多硫化物鈉溶解而製成，分子構
造尚未明瞭。 
7. 荼酚染料 
◆ 染料特色：先將纖維浸入打底劑，再以偶氮顯色劑在纖維內部形成
不溶性染料分子。常用於纖維染色，也可以用於醋酸
纖維及合成纖維染色。 
◆ 結構特性：屬於偶氮結構的染料。 
8. 反應性染料 
◆ 染料特色：含反應基，與纖維起反應形成共價鍵結合，主要用於染
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棉，也可以用於染羊毛及尼龍。 
◆ 結構特性：可分為取代型和加成型兩種。 
9. 分散性染料 
◆ 染料特色：染料分散於水中經擴散，吸附及固著於纖維非結晶區。 
◆ 結構特性：可分為偶氮及昆蔥兩種型式的染料。 
在本研究所使用的甲稀藍(Methylene Blue)染料溶液屬於鹽基性
染料，其中荼酚染料、硫化染料、酸性媒染染料、甕染料等染料因逐
漸被其他染料替代，在國內用量漸少，而所屬各性質染料分類之染料
如表2-1所示。 
 
表2-1 各性質染料分類之染料 
染料分類 所屬染料分類之染料 
 
直接染料 
直接艷嫩黃 7GF、直接黃 5G、直接凍黃 G、直接黃 GR、
直接黃 R、直接橙 S、直接橙 D、直接桃紅 12B、直接大紅
4B、直接耐酸大紅 4BS、直接紅 F、直接棗紅 GB；NGB、
直接耐酸棗紅、直接紫 N、直接紫 R、直接紫 RB、直接紫
B、直接紫 BB、直接湖藍 6B、直接湖藍 5B、直接藍 RG、
直接藍 2B、直接綠 B；墨綠 NB、直接深綠 B、直接黃棕
3G、直接黃棕 D3G；ND3G、直接深棕 M；深棕 NM、直
接灰 D、直接黑 BH、直接重氮黑 BH。 
 
酸性染料 
酸性嫩黃2G、酸性嫩黃G、酸性金黃G、酸性橙Ⅱ、酸性大
紅GR、酸性大紅R、酸性紅A、酸性紅G、酸性紅BG、酸
性玉紅3GP、酸性紅B、酸性紅3B、酸性紅XGN、酸性玫
瑰紅B、酸性品紅6B、酸性紫R、酸性紫4BNS、酸性藍2R、
酸性藍RS、酸性藍PFN、酸性蔥琨藍、酸性藍BR、酸性藍
BGA、酸性藏青GGR、酸性藍B、酸性藍FGL、酸性湖藍V、
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酸性湖藍A、酸性綠B、酸性艷綠B、酸性深棕R、酸性黑
10B、酸性黑ATT、酸性黑B、酸性黑BL。 
 
酸性媒染染料 
中性深黃GL、中性黃2GL、中性深黃GRL、中性橙RL、中
性紅2GL、中性桃紅BL、中性棗紅GRL、中性醬紅2BLN、
中性醬紅RL、中性紫BL、中性藍FBL、中性藍BNL、中性
藍FGL、中性藍BRL、中性藍3GL、中性藏青2GL、中性綠
GL、中性黃棕5GL、中性棕GRL、中性棕RL、中性深棕
BRL、中性棕BL、中性棕VRL、中性灰2GL、中性灰BL、
中性灰2BL、中性黑BGL、中性黑RBL。 
鹽基性染料 
鹼性嫩黃O、鹼性橙、鹼性玫瑰精6GDN、鹼性玫瑰精B、
鹼性粉紅FF、鹼性品紅、鹼性紫5BN、鹼性藍BO、鹼性藍
R、鹼性藍B、鹼性湖藍BB、鹼性豔綠、鹼性綠（孔雀綠）、
鹼性棕G、甲稀藍。 
 
甕染料 
還原黃G、還原紅R、還原紫2R、還原藍RSN、還原藍BC、
還原深藍RA、還原深藍BO、還原深藍VB、還原藍GCDN、
還原藍FFB、還原橄欖綠B、還原黃2G、還原綠GN、還原
棕BR、還原棕G、還原棕GG、還原灰M、還原直接黑RB、
還原灰3M、還原橄欖T、還原橄欖R、還原灰BR、還原直
接黑DB、還原直接黑GBO。 
 
硫化染料 
硫化檸檬黃、硫化嫩黃G、硫化鵝黃GG、硫化艷黃GRL、
硫化黃棕6G、硫化淡黃GC、硫化黃棕RT、硫化黃棕5G、
硫化黃棕4R、硫化紅LGF、硫化草綠715、硫化草綠717、
硫化欖青BBK、硫化彩綠GG、硫化亮綠7713、硫化艷綠
GB、硫化墨綠511、硫化墨綠611、硫化深棕GRN-T、硫化
深棕BN、硫化深棕GRN、硫化深棕2GRN、硫化棕GG、硫
化黃棕RB、硫化深棕GD、硫化棕2BR、硫化紅棕B3R、硫
化新藍LB、硫化藍FBL、硫化寶藍CV、硫化海藍PB、硫
化藍L、硫化藍BRN、硫化深藍3R、海昌藍RNX、硫化灰
L-KBR、硫化灰KBR、硫化黑BR。 
 
反應性染料 
反應性嫩黃X-7G、反應性嫩黃X-6G、反應性黃X-R、反應
性黃X-RG、反應性金黃X-G、反應性橙X-G、反應性艷橙
X-GN、反應性艷橙X-7R、反應性艷紅X-B、反應性艷紅
X-3B、反應性艷橙K-7R、反應性艷紅K-2G、反應性艷紅
K-GP、反應性艷紅K-2BP、反應性紫K-3R、反應性翠藍
K-GL、反應性翠藍K-GP、反應性艷藍K-GR、反應性艷藍
K-3R、反應性深藍K-R、反應性黑KN-B、反應性艷紫
KN-4R、反應性紅KN-5B、反應性灰M-4R、反應性紅棕
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K-B3R、反應性綠KE-4B、反應性黃KD-3G。 
 
分散性染料 
分散黑EXSF、分散黑ECT、分散黑ECO、分散艷藍E-4R、
分散藍的S-GL、分散藍77、分散藍的S-3BG、分散藍BBLS、
分散藍SE-5R、分散藍EXSF、分散紅B、分散紅2GH、分
散紅 S-3GL、分散紅3B、分散紅FB、分散紅SE-4RB、分
散紅S-R、分散紅BEL、分散紅BS、分散紅GS、分散紅
S-5BL、分散紅 SE-G、分散紅191、分散紅SE-3B、分散橙
E-RL、分散橙SE-GL、分散橙S-4RL、分散橙S-3RFL、分
散紫FBL、分散紫RB、分散紫RL、分散紫B、分散黃G、
分散黃SE-FL、分散黃E-3G、分散黃3GF、分散黃S-G、分
散黃8GFF、分散黃6GS、分散黃C-5G、分散黃10GN、分
散黃5GL、分散黃C-4G、分散黃5GR。 
 
2-3-2 染色助劑  
染色的目的為增加纖維的美觀和價值感，所以染色時不能傷害到
纖維，而且必須使染料儘可能被纖維吸收並均勻而堅牢的固著在纖
維，為了配合達成這些目的，必須添加藥劑促進特定的反應，這些添
加的藥劑統稱為染色助劑(甘佳欣，2000)。 
染色製程發展至今，染色助劑的種類繁多，其功能大致如下: 
1. 促染劑 
◆ 功能: 使纖維充分吸收染料，增進染著速率。 
◆ 成份例子: (1)酸: 乙酸、硫酸 (2)鹽: 氯化鈉。 
2. 均染劑 
(1) 均染劑 
◆ 功能: 使染料分子聚合，分子變大，當溫度升高，纖維得到充分 
         濕潤後，染料分子再自行分離進而被纖維吸收，達到均染 
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         的目的。 
(2) 緩染劑 
◆ 功能: 緩衝纖維對染料的吸附，有纖維親和性（先與纖維結合） 和 
         染料親和性（先與染料結合）兩種，等提升溫度後再自行 
         分離，以達到緩染的效果。 
(3) 移染劑 
◆ 功能: 使染於纖維上的染料移染性增大而使纖維獲得均勻染色效 
         果。 
3. 媒染劑 
◆ 功能: 做為纖維和染料間的媒介，增加親和力。 
◆ 成份例子: 重鉻酸鉀、吐酒石、酸。 
4. 導染劑 
◆ 功能: 染聚酯纖維時，纖維分子間甚為緻密，染料不易擴散，使 
         用導染劑先行滲透鬆弛纖維間隙，使得染料易於擴散入纖 
         維。 
◆ 成份例子: 聯苯、氯苯。 
5. 濕潤劑 
◆ 功能: 使纖維表面張力降低，在染浴中容易濕潤，使染料充分 
         進入纖維內部。 
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◆ 成份例子: 界面活性劑。 
6. 滲透劑 
◆ 功能: 使纖維表面張力降低，在染浴中容易濕潤，使染料充分 
進入纖維內部。 
◆ 成份例子: 界面活性劑。 
7. 染劑溶解劑 
◆ 功能: 不溶於水的染料必須用溶解劑使其溶解。 
◆ 成份例子: 亞硫酸氫鹽、氫氧化鈉、硫化鈉。 
8. 分散劑 
◆ 功能: 幫助分散性染料均勻分散於染浴中。 
◆ 成份例子: 二苯甲烷磺酸鈉。 
9. 染色堅牢度增進劑 
◆ 功能: 增強染色後的堅牢度。 
◆ 成份例子: 銅鹽類、甲醛。 
 
2-4 水中色度去除之方法 
廢水中的色度對環境來說，也是一種污染物，所以如何去除廢水
中的色度問題，變成一項重大的課題。因為色度是由有顏色的有機污
染物所產生的，所以若要降低或去除色度所帶來的問題，則必須將烯
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類 (-C＝C-)、偶氮雙鍵 (-N＝N-)或芳香族結構的鍵結打斷，使染料
物質的化學結構對光線的吸收波長範圍由可見光轉移到紫外光或是
紅外光，以解決色度上的問題 (Strickland  et al., 1995)。一般廢水處
理色度問題的方法，可分成物理法、化學法和生物處理法三種類型。 
 
2-4-1 物理法 
    物理脫色法包含了不同的沈澱法（precipitation）、吸附法
（adsorption）、過濾法（filtration）及逆滲透法（reverse osmosis）等；
其中沈澱法又細分為混凝(coagulation)、絮凝(flocculation) 及沉降
(sedimentation)（Pagga et al., 1994）；吸附法的材質又可分為活性碳、
生物污泥和矽膠 （Slokar et al., 1998）；過濾法又可分為抽氣過濾法、
膠體過濾法、濾膜過濾法。上述方法若單獨使用則效果有限，因為廢
水成分變化劇烈，因此通常會組合幾種方法，以彌補各個方法之缺
點，但是在處理過後皆會產生大量污泥，造成二次污染。 
2-4-2 化學法 
化學脫色法則通常為高級氧化程序，而其使用的方式則有：H2O2
（Ⅱ）（Fenton’s reagent）、H2O2-ozone （Strickland et al., 1995）、
H2O2-UV radiation、H2O2-peroxidase（Morita et al., 1996）、NaOCl 等。
化學混凝法及化學氧化還原法亦是常被用來解決廢水色度之問題，但
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其涉及化學污泥排出量增加及使用不當的化學氧化藥劑而造成水環
境污染及生物毒害之二次污染問題；而使用高級氧化處理，雖無產生
大量污泥之問題，但過程中需添加的H2O2或臭氧，造成操作成本之負
擔，降低其經濟可行性。其他創新的方法如光催化法（photocatalysis）
（Davis et al., 1994）或電化學破壞法（electrochemical destruction）
（Sheng et al., 1994；Jia et al., 1999）對於廢水色度之去除也有顯著之
效果，但因牽涉複雜之操作步驟，且成本偏高，故未能實際應用。 
 
2-4-3 生物處理 
    與物理方法或化學方法比較起來，生物處理最大的優點是較不容
易造成二次污染且具環境之高相容性。因為大自然中的動物、植物以
及 微 生 物 所 進 行 之 生 物 轉 換 ， 可使 有 機 廢 棄 物 達 到 礦 化
（mineralization），也就是說將有機物逐次分解，最後分解成CO2、 
H2O 及CH4 等基本且又無害之物質，接著這些物質又會被其他生物
所利用、合成，再一次回到生態循環途徑繼續再生循環。 
生物處理，是把河川中有機廢水的自淨過程中某一部份搬到反應 
槽中，由人工設計高效率處理之過程（吳等，1992）。廢水的生物處 
理方法，是利用微生物氧化分解有機物的此一功能，採取一定的人工 
措施，創造有利於微生物生長，繁殖的環境，使微生物大量增殖，以
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提高其氧化分解有機物效率的一種廢水處理方法。 
過去數十年來，許多學者開始致力於生物方法褪色，亦發現了不
同的真菌類、細菌及藻類，這些生物對染料或降解、或礦化、或進行
生物轉換（Jinqi and Houtian， 1992）。 
文獻中已有不少針對細菌類微生物對偶氮染料進行褪色的研
究，例如Zimmermann 等人(1982）發現在厭氧狀態下偶氮還原酵素
（azoreductase）能將染料結構之偶氮鍵打斷，所產生的中間產物（如 
苯胺類）可由其他微生物族群在有氧狀態下（Seshadri et al., 1994） 
或厭氧狀況下（Flores et al., 1997）繼續降解直到礦化。 
至於真菌類的褪色則是藉由完全不同的機制，例如白腐真菌
（Phanerochaete chrysosporium）能在有氧的狀態下利用其分解木質素
的能力-胞外的木質素過氧化酶（lignin peroxidase）-來降解偶氮染料
（Glenn and Gold, 1983）。雖然真菌類在進行褪色通常需花費較多的
時間（Banat et al., 1996），但文獻中仍有許多例子是以真菌類當作生
物觸媒來設計廢水褪色程序（Yang and Yu, 1996；Zhang et al.,1999）。 
另外，近年來文獻上也提出許多種類的生物素材來對染料來進行
褪色的研究，例如 Streptomyces rimosus  (Nac`era et al., 2006)、Water 
hyacinth root (Low et al., 1995)、Algae Gelidium、Algal waste (Vilar et al., 
1986)、Duckweed Spirodela polyrhiza  (Waranusantigul et al., 2003)、
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Green alga Ulva lactuca (Sikaily AE et al., 2006)。  
    通常微生物對染料之降解能力，受到溶氧量、pH、溫度、氮源含
量及種類、染料濃度等環境因素影響。因此對於微生物之褪色機制，
應深入瞭解，以期有效率的利用微生物進行染料廢水之色度去除。 
另外，利用高細胞密度培養的方式，或是將菌體濃縮後將其固定
化，以提高單位體積之生物觸媒量，可以改善懸浮菌體在液態培養基 
中細胞濃度的上限，使得廢水處理系統的總處理量得以提升。 
 
2-4-4 不同生物處理程序 
生物處理程序如活性污泥法、厭氧－好氧系統、旋轉生物盤法與 
生物膜系統等，各有其優缺點，說明如下： 
Ⅰ.活性污泥法：Kanekar and Sarnaik 等人（1991）曾以活性污泥系
統處理染料工廠廢水，結果顯示效果不佳。這是由於部分染料需在厭
氧狀態下才可以分解，而活性污泥法為好氧系統，因此活性污泥法並
不適合處理實際染整廢水。 
Ⅱ.旋轉生物盤法：Zaoyan 等人（1992）利用厭氧－好氧系統結合
旋轉生物盤法處理染整廢水，廢水之COD、色度與BOD等去除效率可
達70∼95％之間，同時污泥產生量亦大為降低。 
Ⅲ. 厭氧－好氧系統（anaerobic－aerobic system）：由於在厭氣狀
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態下，偶氮還原酵素可以使偶氮鍵斷裂；在好氧狀態下，可使厭 
氣狀態下所產生之簡單芳香胺（aromatic amine）氧化或生物分解
（O’Neill et al., 2000）。因此近年來此種處理方式逐漸受到重視。如
流體化床反應器，色度去除率為50∼90％，COD去除率大於99％
（Seshadri et al., 1994；FitzGerald and Bishop, 1995）。 
厭氧－好氧連續批次反應器，去色率可達87％以上，COD 去除率92
％以上（Ganesh et al., 1994；Basibuyuk and Forster, 1997；Tan et al., 
2000）。Talarposhti 等人（2001）利用填充床反應器，處理七種混合
染料，其去色率可達90％以上。 
Ⅳ.生物膜系統：在反應器中填充不同的擔體，使微生物在擔體中 
生長，造成厭氧與好氧兩個區域，利於不同菌群之繁衍進行處理。如
Jian 等人（1994）將四種微生物固定於碎磚（brick fragment）擔體上，
以模場方式處理染料製造廢水，可去除99％以上之色度，COD與BOD 
之去除率為84∼97％，此系統為高效率和低成本的處理程序。 
 
2-4-5 生物處理法的問題點 
    利用生物法處理染料廢水的初步成果證實此方法具有發展之潛
力，並且在實際的操作上不太困難，然而，其背後蘊含的生物機制可
能相當複雜。近年來陸續有許多菌株在實驗室中進行脫色和礦化染料
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的測試（Forgacs et al., 2004），不幸的是，大多數染料的化學性質都
非常穩定且能夠抵抗微生物的攻擊。因此、目前科學家們繼續尋找新
的微生物品種或改良現有的菌株，以提升對染料分解之能力，這是未
來生物復育技術成功的關鍵。 
 
2-5 細菌的褪色機制 
2-5-1 偶氮還原酵素之除色機制 
偶氮還原酵素（azoreductase）為一單體酶，其分子量約在30,000 
左右（Zimmermann，1982）。細菌類微生物對偶氮染料進行生物降
解之初始步驟即是由該酵素催化對偶氮基（azo group）的還原，進而
破壞偶氮染料之發光團，而達到褪色之目的。通常細菌之呼吸系統在
好氧的情況下，氧氣會作為終端電子接受者，以產生能量，而在厭氧
之狀態下才轉由Nitrate或Fumarate為終端電子接受者（David， 1995）。 
細菌之所以在厭氣的狀況下能對偶氮染料進行褪色，是由於厭氧 
下有利於偶氮還原酵素還原反應之進行。其機制可能是以下兩點： 
Ⅰ.在厭氧狀態下，偶氮染料上的偶氮鍵(－N＝N－)能扮演虛擬終端
電子接收者（pseudo-electron-receptor），在電子傳遞鏈接收還原力
（reducing power）所提供之電子以產生ATP；氧分子會抑制此反應是
因為當天然的電子接收者（氧）存在時，在電子傳遞鏈中電子傾向於
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傳送給天然的電子接收者（氧），因而抑制偶氮還原酵素之作用。 
Ⅱ.當氧分子存在時可能會造成反應中間物聯氨（hydrazine）和（或）
造成偶氮陰離子（azo anion）自由基氧化，因而抑制偶氮還原反應
（Zimmermann，1982）。 
 
 
 
圖2-1 偶氮還原作用 
 
2-5-2 生物吸附（Biosorption） 
生物吸附的定義是指已死亡或不具活性的生物材料被動吸收金
屬或染料的過程。目前比較常見的細菌生物吸附劑有芽孢桿菌
（ Bacillus sp. ），綠膿桿菌屬（ Pseudomonas sp. ）和氯黴菌
（Streptomyces）等，其細胞壁表面具有陰電性的羧基（carboxyl）、
羥基（hydroxyl）、有機磷化物（phosphoryl）、硫醇基（sulfhydryl）等，
可與陽離子產生鍵結，因此微生物會將帶正電荷的染料鍵結在細胞壁
上，在此過程中重要的影響因素有: pH值、溫度、離子強度、吸附劑
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劑量、吸附劑大小、初始染料濃度與培養震盪速度等。 
 
2-5-3 生物累積（bioaccumulation） 
    此機轉是指活細胞吸收有毒物質(如:染料)的過程，該物質可被運
輸到細胞內，積累於細胞內，過程中需通過細胞膜，並參與細胞代謝
循環。 
 
2-6 微生物的一般生理  
微生物經過由外界取得的營養物質來進行增殖，每種生物都有其
一定之增殖方式（如表2-2所示）。所進行的增殖法有“分裂法”，“出芽
法”，以及“細胞肥大法”（菌絲的伸長）等。大部份的細菌都是以分
裂法來進行增殖，由分裂出新細胞開始，直到該新細胞生長成再分裂
的時期為止，稱為一個“世代”，所需花費的時間稱為“世代時間”
（Generation time）。於一定的培養條件下，各菌皆有其固有的世代時
間。例如於最適條件下，則大腸桿菌（Escherichia coli）與枯草菌
(Bacillus subtilis)之世代時間分別為20與30分鐘(洪淑汝，2006)。 
 
表2-2各種微生物的增殖方式 
微生物 增殖方法 
細菌 分裂法、出芽法 
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黴菌 胞子營無性或有性生殖 
放射菌 斷分法 
酵母菌 分裂法、出芽法 
 
實際而言，當細菌被移殖至新的培養基上，從菌的出生、增殖、
最後到死亡為止，若將此期間的細菌數量變化以圖形來表示，則如圖
2-2所示。 
 
 
A:遲滯期，B:對數期，C:穩定期，D:衰退期 
圖2-2微生物生長曲線圖示 
 
而微生物生長之各階段時期之特徵說明如下： 
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A：遲滯期 
細菌被接種於新的培養基，剛開始不久時，每個細胞僅在重量上
有所增加而己（並無分裂產生），並非能立刻進行分裂增殖，此時期
相當於進行分裂增殖之準備期間。在後半段時，一部份的細胞會開始
隨著核物質的增加而準備進行分裂，其代謝活動也會變得活躍起來。
總之，此時期的細菌僅在細胞的大小上有所變化（增大）而己，其菌
數幾乎無變化(洪淑汝，2006)。 
B:對數期 
    又稱對數增殖期，細菌在此時期開始進行分裂（菌數以對數的情
況來增加）。各菌種以其固有的世代時間重複的進行著分裂（世代時
間也於此時呈一定），此時期的細菌細胞並無發生死亡，而活菌數則
以對數的情況增加（此時期的細胞具有最活躍的生理特性與生化學反
應）(洪淑汝，2006)。 
C:穩定期 
    菌數在此時期會達到顛峰，不過，由於養份的缺乏（因為細胞於
成長過程當中，會漸漸把環境中的養份使用掉），以及有害物質的積
累（因細胞在成長過程當中，會不斷分泌出其代謝產物）等原因，隨
著分裂速度降低的同時，也就開始出現細胞的死亡。此時期由於分裂
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與死亡的速度幾成平衡，所以全部的活菌數於此時期呈現一定數值 
(洪淑汝，2006)。 
D:衰退期 
    亦稱死亡期，此時期並無細胞分裂再進行，而且，細胞的死滅反
而更激烈進行，最後活細胞終於漸漸的減少(洪淑汝，2006)。 
    在此有一點要注意，那就是細菌數量的變化（分裂對數或衰退）
較重量上的變化（菌體長大或老化）發生的遲緩（延遲的現象）。亦
即，細菌即使於重量上是屬於對數生長期，然而，此時的菌數仍是停
留於遲滯期。此點表示了即使數量沒有增加，然而，重量卻先增加了
起來。  
    相同的，當重量上屬於衰退期（菌重減輕）時，於數目上而言仍
在穩定期（菌數不變）。亦即，菌數（數目）的增減總是比菌重（重
量）的增減慢著半拍在進行(洪淑汝，2006)。 
 
2-7 菌體吸附染料的吸附模式  
 
吸附可分成物理吸附與化學吸附，如表2-3所示。物理吸附是利
用存在於分子間的凡得瓦爾力來吸附，其吸附時所放出之能量較低，
與氣體的凝結熱比較相近，在低溫時比較容易產生物理吸附。而化學
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吸附是由於吸附劑表面分子與被吸附物質的分子形成表面化合物，而
導致分子軌域重疊作用，其放出之能量較高，與化合物的生成熱比較
相近，所以當高溫時較容易產生化學吸附(張忠正，1996)。最常用於
描述吸附平衡的模式最早是由Freundlich於1906年所提出等溫吸附經
驗式，之後Langmuir於1916年提出單層吸附的理論(Song and Yong， 
2005)。 
表2-3、物理與化學吸附之比較 
 物理吸附 化學吸附 
吸附方式 凡得瓦爾力 化學結合力 
吸附熱 ＜10 Kcal/mole ＞20 Kcal/mole 
專一性 無 有 
吸附速度 快 慢 
吸附層 多層 單層 
定溫吸附量 高溫時減低 高溫時增加 
可逆性 容易脫離 不易脫離 
 
而影響吸附的因素有很多，再此主要探討吸附劑、吸附質及環境
因素。(張珣杰，1997) 
1. 吸附劑之性質 
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吸附劑表面的官能基、孔隙大小及分佈、比表面積等均會影響其吸附
能力。以下針對幾個重要影響因子加以探討： 
（1）比表面積 
決定吸附劑好壞的主要條件，由於吸附為表面作用，因此表面面積
愈大，其能吸附數量也就愈大。 
（2）孔隙大小及分佈 
孔隙大小及其分佈會直接影響到比表面積的大小。由於被吸附物質
須進入吸附劑的孔隙間才能被吸附，因此吸附劑的孔隙大小與被吸
附物質大小愈是相近，其吸附量也會愈大。 
（3）粒徑大小 
當粒徑小時，其受到質傳阻力會變小，則吸附速率會變快。 
（4）飽和吸附容量 
係指在一定溫度及吸附物質濃度下，單位體積的吸附劑所能夠吸附
之最大吸附量。 
2. 吸附物質 
吸附物質的分子大小、溶解度、極性及官能基等會直接影響吸附能
力，簡述如下： 
（1）分子大小 
當吸附物質的分子過大，可能無法擴散進入到吸附劑的孔隙裡，且
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速率會較慢，因此影響吸附量。 
（2）溶解度 
溶解度會隨著吸附物質之分子量減少而增加，吸附發生時，分子應
與溶劑分離，並與顆粒接觸，吸附物質的溶解度越大時，溶質與溶
劑間之鍵結越強，導致被吸附能力亦隨之遞減。 
（3）官能基及極性 
吸附物質的官能基及極性會影響吸附劑的吸附能力，而表面官能基
很可能會與吸附物質產生化學鍵結，形成不可逆現象。 
3. 環境因素 
環境因素包括 pH 值、溫度、攪拌速率及存在其他物質等，說明如
下： 
（1）pH 值 
進行吸附時，pH 值對吸附有極大之影響，因為氫離子本身被吸附
能力極強，另外部分原因則是 pH 值可能會影響電解離子的程度。 
（2）溫度 
溫度會影響吸附速率及吸附發生之程度。溫度增加時，吸附速率也
增加，溫度降低時，吸附速率則減少。 
（3）攪拌 
攪拌速率為控制孔擴散或膜擴散，進而影響吸附速率。若吸附速率
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小，則吸附劑與被吸附物質的接觸會減少，因而影響吸附速率的快
慢。 
（4）存在其他物質 
若水溶液中含有其他物質，造成與吸附物質發生競爭效應，而在有
限的吸附位置下，其吸附量勢必會減少。 
 
2-7-1 Freundlich 等溫吸附模式 
    Freundlich方程式是依據等溫吸附實驗結果所導出的經驗式，其
假設為固相表面具有不同的吸附位置，需有不同的吸附能量，常用於
表面非常不均勻之吸附劑在一特定濃度範圍對單一溶質系統的等溫
吸附。 
吸附方程式如下所示： 
1/ n
e F eq K C                                  (2-7-1) 
 
式中 qe為單位吸附劑之平衡吸附量；KF、n 為 Freundlich 常數；
Ce為溶質吸附平衡的濃度。KF是吸附量之指標；而 n 則表示吸
附之強度。 
式(2-7-1)兩邊同取對數，可得到 
        eFe Cn
Kq log
1
loglog                      (2-7-2) 
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將實驗數據代入式（2-7-2）中，以 log qe對 log Ce作圖，可以得
到一直線。並分別由斜率與截距即可求得 n、KF及 R2 (線性迴歸係數)。 
 
 
2-7-2 Langmuir 等溫吸附模式 
用以描述固態及液態兩相間溶質吸附之溶質平衡分佈數學關係
式， Langmuir 等溫吸附模式，其有三點假設:（1）吸附劑表面為單
層吸附。（2）所有吸附位置對被吸附分子具相同之親和力。（3）吸附
劑表面分布均勻，具有一定數量的吸附位置。(4)每個位置吸附一個粒
子。由 Langmuir equation 可得知在一定溫度下溶質在溶液中之濃度及
溶質之吸附量。吸附方程式如下所示： 
              
max
1
L e
e
L e
q K C
q
K C


                        (2-7-3) 
 
式中 eq 為單位吸附劑之平衡吸附量； maxq 為吸附劑最大飽和吸
附量； LK 為吸附常數； eC 為溶質吸附平衡的濃度。 
對式(2-7-3)取倒數後可得  
 
            
L
e
e
e
Kqq
C
q
C
maxmax
1
                      (2-7-4) 
 
將實驗數據代入式（2-7-4）中，以 Ce/qe對 Ce作圖，可得到一直
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線。並分別由斜率與截距可求得 qmax、KL及 R2 (線性迴歸係數)。 
 
2-8 Pseudomonas sp.簡介 
假單胞菌屬 (Pseudomonas sp.)在分類學上屬於假單胞菌科
（Pseudomonadaceae），為醱酵性革蘭式陰性細菌，代表性的細菌為
綠膿桿菌(Pseudomonas aeruginosa)，此菌亦為主要的人類致病菌，需
氧，可運動，有些可產生水溶性色素。通常分佈於土壤、水、動物以
及植物上，生存環境條件極低，極易在一般自然界中生長繁殖，菌大
小約為長 1.5 ~ 3.0 μm、寬 0.5 ~ 0.8 μm；大多數為單端鞭毛，菌株多
具菌毛（pili）或是由藻多醣（alginate）組成類似莢膜的外膜，使其
菌落成黏稠狀，最適合生長溫度為 37 ～ 42 ℃ (尤封陵，2003)。 
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第三章  實驗材料與設備 
3-1 實驗藥品 
藥品名稱 商品編號 廠商 
Agar 9002-18-0 Difco 
Trypticase Soy Agar (TSA) 214010 Difco 
Trypticase Soy Broth (TSB) 211825 Difco 
Methylene Blue Hydrate 122965-43-9 SIGMA 
Orange G 1936-15-8 SIGMA 
Methyl Violet 8004-87-3 FLUKA 
Rhodamine B 81-88-9 SIGMA 
Acid Fuchsin 3244-88-0 SIGMA 
Acid Blue -- 弘曜化學儀器行 
Acid Black -- 弘曜化學儀器行 
無水酒精 67-56-1 J.T.Baker 
藥用酒精 64-17-5 台灣菸酒股份有限公司 
磷酸緩衝液(Dulbecco's 
Phosphate Buffered Saline) 
 
D5652-1L 
 
SIGMA 
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液態氮 -- 弘曜化學儀器行 
去離子蒸餾水 RO-101N 偉志股份有限公司 
Glycerin 1.4092.1 MERCK 
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3-2 實驗儀器 
儀器名稱 規格 廠商 
高溫滅菌釜 HL-340 HUXLEY 
精密天平 PB153-C Mettler Toledo 
超音波洗滌器 400H Perkin-Elmer ULTRASONIC 
CLEANER DC 
無菌操作台 TH-320 海天科學股份有限公
司 
定溫烘箱 DS60 DENG YNG 
電磁加熱攪拌器 SY47235-60 THERMOLYNE 
落地型高速冷凍離心
機 
6500 KUBOTA 
高速微量離心機 Model 5424 EPPENDORF 
液態氮容器 LS750 TAYLOR-WHRTON 
-80℃超低溫冷凍櫃 MDF-U32V SANYO 
4℃冰箱 SCF-200G SUNCER 
恆溫培養箱 DB-420 DENG YNG 
雙眼顯微鏡 CX-21 Model 
電動輔助吸管 -- Drummond 
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試管震盪器 KMC-1300G EA 
試管旋轉器 -- KS 
微波爐 TMO-3020E TATUNG 
迴轉式震盪恆溫培養
箱 
LTS-663C YUN CHUEN CHIOU 
低溫恆溫振盪培養箱 721SR  HIDOINT 
紫外光可見光光譜儀 Biomate 6 Thermo Fisher 
掃描式電子顯微鏡
(Scanning Electron 
Microscope) 
S3000-N Hitahi 
二氧化碳臨界點乾燥
機(Critical Point Drier) 
LADD 28000 -- 
鍍膜機 E5150 JBS 
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第四章  研究方法 
本研究之實驗架構如圖 4-1 所示 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
圖 4-1 實驗架構圖 
最佳化實驗條件 
菌株的分離及純化 
脫色菌株篩選 
脫色菌株鑑定 脫色菌株生長曲線 脫色菌株 SEM 圖像 
脫色菌株對不同染料之脫色能力試驗 
對染料脫色前後之全波長試驗 
不同生長時期之脫色菌株對染料脫色能力試驗 
溫度 菌體濃度 染料濃度 震盪速率 
田口實驗 
死菌 
菌株的採樣 
活菌 
動力學探討 
Freundlich Langmuir 
活菌、死菌符合那種吸附模式 
活菌、死菌之脫色能力比較 
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4-1  菌株製備 
4-1-1  脫色菌株來源、分離及純化 
本研究採集之脫色菌株來源是台南市仁德區的仁德大排所排放
之污水，將採集之水樣本帶回實驗室，首先將水樣本接種至以原河水
及 1 % Bacto-Agar 所配製之無菌培養基上，放入恆溫培養箱內，分別
以 25 ℃及 37 ℃進行培養，挑選出具有優勢菌株後接種在 Trypticase 
Soy Agar (TSA)培養基上，繼續純化菌株樣本，將分離後的菌株應用
四區劃線法在 TSA 培養基上，進行純培養，反覆進行上述動作，直
到確認菌株已純化。 
 
4-1-2  菌株保存 
由實驗室分離、純化後的菌株先以含有 TSA 的平板培養皿保存，
在無菌操作台上將 TSA 平板培養皿的菌落以無菌技術接種到
(Trypticase Soy Broth) TSB 培養液中，放入恆溫培養箱以 37 ℃培養隔
夜。吸取 750 μl 之菌液及 250 μl 滅過菌之 60 %甘油於冷凍保存管中，
置入-80 ℃超低溫冷凍櫃或液態氮容器內保存，作為後續研究所需。 
 
4-1-3  活化 
將保存在-80 ℃的菌液以無菌技術接種到含有 TSB液態培養基的
  - 36 -
試管內，放入恆溫培養箱內以 37℃培養 1~2 天，將菌液置於 4 ℃冰
箱做暫時保存，作為後續實驗研究所用。 
 
4-1-4  前培養  
將保存菌液以 10 μl 接種量接種到試管中，其內含 3 ml TSB 液態
培養基，放入恆溫培養箱內以 37 ℃進行 24 hr 的前培養。 
 
4-1-5  主培養  
將前培養的菌液抽取 2.5 ml 接種至 250 ml 的錐形瓶，其內含 47.5 
ml 之 TSB 液態培養基，進行主培養，將恆溫搖盪培養箱的轉速設定
為 120 rpm，溫度為 37 ℃。 
 
4-1-6 死菌菌體前處理 
將對數期、穩定期所培養出的菌液分別收集，裝入 50 ml 的試管
以轉速 10000 g 離心，離心後把上清液去掉，將菌體放入定溫烘箱內
以 70℃進行 24 hr 的乾燥。乾燥後，研磨粉碎以 40 網目篩網過篩，
將過篩的粉末收集保存，供後續實驗所用。 
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4-2   脫色菌株之篩選試驗 
為了比較從仁德大排水樣本所分離出之 12株菌株(脫色菌株:A~L
菌)對染料的脫色能力，將 12 株的菌株接種到 3ml 的 TSB 培養基內，
放入恆溫培養箱內以 37 ℃進行培養，培養 24 hr 後，取 0.15 ml 菌液
加入 2.85 ml 不同濃度(濃度範圍: 100 ppm、200 ppm、300 ppm、400 
ppm、500 ppm)的 Methylene Blue 溶液內，放入恆溫搖盪培養箱以 37 
℃、120 rpm 進行 5 天的脫色定性試驗。又為了進行定量的分析探討，
我們將 10 株分離的菌株 (A 菌和 B 菌的保存管受到污染，所以在此
定量篩選試驗中不採用) 接種到 3 ml TSB 培養基內，放入恆溫培養箱
內以 37 ℃培養 24 hr，培養後，將菌液濃度調整到 OD600:0.3 
(2.5x107cfu/ml) (脫色菌株: C~L菌)，取 2.5 ml OD600:0.3 (2.5x107cfu/ml)
的菌液加入 47.5 ml、40 ppm 的 Methylene Blue 溶液，放入恆溫搖盪
培養箱內以 37 ℃、120 rpm 進行脫色試驗，分別在 0、4、8、12、16、
24、36、48 hr 取樣(1 ml)，樣本先以 10000 g 離心 15 min，之後將上
清液以 ddH2O 稀釋 10 倍 (OD 值須符合線性量測範圍 0~2)，再以分
光光度計設定波長 660 nm 下進行量測，最後記錄數據並換算數值作
圖，可得到 10 株分離的菌株對染料溶液的脫色效果。 
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4-3   脫色菌株的鑑定 
在脫色菌株之篩選試驗中，我們找出一株脫色能力優異之菌株，
為了鑑定此一菌株，我們將菌株純培養在 TSA 平板培養皿上，後送
交食品工業研究所菌種保存中心，委託進行菌株的鑑定。 
 
4-4  脫色菌株生長曲線製作 
為了瞭解脫色菌株的生長週期，則進行了脫色菌株生長曲線之製
作。試驗中，取 2.5 ml 培養之菌液加入 47.5 ml TSB 培養基內，放入
恆溫搖盪培養箱以 37 ℃、120 rpm搖盪培養，每 60 min取樣一次(50 ml
菌液)，將菌液收集至 50 ml 離心管中，以 10000 g、15 min 離心，離
心後，去掉上清液，將離心管中之菌體放入定溫烘箱內以 70 ℃烘乾，
將乾燥後的菌體秤至恆重，最後以培養時間為橫軸，菌重為縱軸，即
可得到細菌之生長曲線。 
 
4-5  掃描式電子顯微鏡 (SEM) (郭世強，2006) 
為了確認脫色菌株對染料脫色前、後，其菌體型態是否有產生變
化，於是利用掃描式電子顯微鏡(Scanning Electron Microscope，SEM)
觀察菌株在脫色前後之變化，而製作 SEM 樣本之流程如下: 
1. 浸泡:將隔夜的菌液用接種環塗抹在切割後的載玻片上，使其自然
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乾燥，放在玻璃培養皿中，倒入磷酸緩衝液浸泡三次，每次 10 min。 
2. 固定:將樣本浸泡於 2.5 % Glutaldehyde (GTA)固定液，置於 4 ℃冰
箱一晚。 
3. 浸泡:將隔夜樣本以磷酸緩衝液浸泡三次，每次 10 min。 
4. 脫水:以不同濃度的酒精將細胞內的水置換出來，以利臨界點乾
燥，酒精濃度如下: 
 
5. 臨界點乾燥：HITACHI HCP-2 臨界點乾燥機(國立成功大學環境資
源中心)。 
6. 鍍金(國立成功大學環境資源中心)。 
7. 上機觀測(國立成功大學環境資源中心)。 
 
4-6   脫色菌株對不同染料脫色能力試驗 
本研究除了探討脫色菌株對 Methylene Blue 的脫色效果之外，另
外也測試了 6 種染料的脫色效果，分別為 Orange G 、Methyl Violet 、
Rhodamine B 、Acid Fuchsin 、Acid Black 與 Acid Blue。首先將菌液
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濃度調整到 OD600:0.3 (2.5x107cfu/ml)，取 2.5 ml 稀釋過的菌液加入
47.5 ml、40 ppm 的不同染料溶液，放入恆溫搖盪培養箱內以 37 ℃、
120 rpm 進行脫色試驗，分別在 0、4、8、12、16、24、32、48 hr 取
出 1 ml 樣本以 10000 g 、15 min 將樣本離心，離心後，抽取上清液，
將之稀釋 10 倍後 (DO 值須符合線性量測範圍 0~2)，再以分光光度計
設定特定波長(如表 4-1 所示)進行量測，最後記錄數據並換算數值作
圖，得到不同染料的脫色效果。 
 
4-7   染料脫色前、後之全波長試驗 
    此試驗藉由探討染料溶液加入脫色菌株前、後的全波長變化，輔
助判定染料是否已被脫色或進一步降解。試驗中，首先將菌液濃度調
整到 OD600:0.3 (2.5x107cfu/ml)，取 2.5 ml 稀釋過的菌液加入 47.5 ml、
40 ppm 的 Methylene Blue 溶液，放入恆溫搖盪培養箱內以 37 ℃、120 
rpm 進行脫色試驗，分別在脫色前(0 hr)及脫色後(5 day)進行取樣(1 
ml)，以 10000 g 、15 min 將樣本離心，離心後，抽取上清液，將之
稀釋 10 倍後(DO 值須符合線性量測範圍 0~2)，再以分光光度計設定
波長 660 nm 進行量測，最後將吸光度及波長作圖，取得染料脫色前、
後的全波長圖。 
 
  - 41 -
4-8  不同生長時期的脫色菌株對染料脫色能力試驗 
經由『生長曲線』之測定，我們已得知脫色菌株進入不同生長階
段(遲滯期、對數期、穩定期、衰退期)所需的培養時間，本研究分別
以活菌及死菌的對數期和穩定期之脫色菌株來比較其脫色之能力，進
而瞭解生長週期對脫色菌株之脫色能力是否有影響。 
 
4-8-1 不同生長時期的脫色菌株對染料脫色能力試驗-活菌 
實驗中，分別取對數期及穩定期的菌液，將菌液濃度調整到 OD600: 
0.3 (2.5x107cfu/ml)，取 2.5 ml 稀釋過的菌液加入 47.5 ml、40 ppm 的
Methylene Blue 溶液，放入恆溫搖盪培養箱內以 37 ℃、120 rpm 進行
脫色試驗，分別在 0、4、8、12、16、24、32、48 hr 取樣(1 ml)，以
10000 g 、15 min 將樣本離心，離心後，抽取上清液，將之稀釋 10
倍後(DO 值須符合線性量測範圍 0~2)，再以分光光度計設定 660 nm
進行量測，最後將吸光度及時間作圖，得到不同生長時期的脫色菌株
對染料脫色能力之結果圖。 
 
4-8-2 不同生長時期的脫色菌株對染料脫色能力試驗-死菌 
實驗中，分別取對數期及穩定期的菌體 0.1 g 加入 50 ml、40 ppm 
Methylene Blue 溶液，放入恆溫搖盪培養箱內以 37 ℃、120 rpm 進行
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脫色試驗，分別在 0、1、2、4、8、12、16、24 hr 取樣(1 ml)，以 10000 
g 、15 min 將樣本離心，離心後，抽取上清液，將之稀釋 10 倍後(DO
值須符合線性量測範圍 0~2)，再以分光光度計設定 660 nm 進行量
測，最後將吸光度及時間作圖，得到不同生長時期的脫色菌株對染料
脫色能力之結果圖。 
 
4-9  分析方法 
4-9-1  菌體質量分析方法 
菌體質量以乾菌重方式進行測定。將菌液裝入 50 ml 試管內以
10000 g、15 min 離心，離心後將上清液除去，收集菌體並置於烘箱
內以 70 ℃烘乾，直到秤至恆重。 
 
4-9-2  菌體對染料之吸附量 
菌體對染料之吸附量依下式計算可得: 
 
                                                                  
 
式中 q 為吸附量（mg / g）；C0 為初始染料濃度（mg / L）；Ce為吸
附後染料剩餘濃度（mg / L）；W 為乾菌重（g）；V 為染料溶液之
體積（L）。 
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4-9-3  菌液濃度分析 
本研究中菌液濃度由分光光度計（UV）測定。測定步驟如下： 
1. 取 0.15 ml 的菌液加到 2.85 ml 的 TSB 培養基內，共 3 ml。 
2. 放入恆溫培養箱內，以 37 ℃培養 24 hr。 
3. 將菌液進行不同倍數的稀釋(1/5 倍、1/10 倍、1/25 倍、1/50 倍、1/100
倍)，以波長 600 nm 量測其吸光度。 
4. 另一方面將菌液稀釋成不同濃度(1/104 倍、1/105倍、1/106 倍、1/107
倍)，各取 100μl 菌液塗抹在 TSA 平板培養基上，放入恆溫培養箱
內，以 37 ℃培養 24 hr。 
5. 計算培養皿上的菌落數，取計數結果落於 30-300 colonies 的培養皿
做後續計算。 
6. 計數算法:將計數數量×10 (因從 1 ml 抽取 100μl 菌液培養，所以要
乘上 10 倍) ×106 (換算成 cfu/ml)求出原始菌液的濃度，再換算不同
倍數 (1/5 倍、1/10 倍、1/25 倍、1/50 倍、1/100 倍) 的菌液濃度。 
例如:在培養皿上的菌落數為 39 顆，換算方式:39×10×106 =390×106 
cfu/ml，將 390X106 (原始菌液的濃度) × 1/100(不同倍數) =3.9×106 
cfu/ml。 
7. 最後將不同倍數的吸光度及經換算後的細菌濃度作圖，得到細菌
檢量線圖。 
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4-9-4  染料溶液濃度分析 
本研究中使用分光光度計（UV）測定染料溶液濃度。步驟如下： 
1. 配製 20 ppm、40 ppm、60 ppm、80 ppm、100 ppm 染料標準液，
經由稀釋 10 倍後，使用分光光度計設定特定的波長，測量上述
染料標準液。 
2. 以染料標準液濃度（ppm）為 X 軸，吸光度(abs)為 Y 軸，繪製
檢量線。 
 
4-9-5  各式染料的最大吸光波長之確認 
為了建立本研究所使用的各式染料之檢量線，需要瞭解各式染料
的最大吸光波長，因此，我們從文獻資料中尋找相同資料進行染料的
波長確認。下表為各類染料的最大吸光波長及其參考文獻: 
表 4-1 染料的最大吸光波長及其參考文獻 
染料 最大吸光波長 參考的文獻 
Orange G 478 nm Eichlerová et al., 2007 
Peng et al., 2009 
Rong et al., 2010 
Methyl Violet 585 nm Mittal et al., 2008 
Azizian et al., 2009 
Wang et al., 2010 
Rhodamine B 550 nm Das et al., 2008 
Heiss et al., 2010 
Zhan et al., 2010 
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Acid Fuchsin 548 nm  Zhang et al., 2010 
Methylene Blue 660 nm Bestani et al., 2008 
Vijayaraghavan et al., 2008 
Peng et al., 2008 
Acid Black 570 nm Jung et al., 2006 
 Yee et al., 2007 
Acid Blue 566 nm Sivakumar et al., 2009 
   
    然而，為了確認文獻上所提出的最大吸光波長是否會有所偏差，
我們實際去測量各式染料的全波長，找出各式染料的最大吸光波長，
其結果如圖 4-2~圖 4-8 所示。由結果可知我們所測量出各式染料的
全波長的最大吸光波長也符合文獻所提出最大吸光波長。 
 
 
圖 4-2 Orange G 之全波長 
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圖 4-3 Methyl Violet 之全波長 
 
圖 4-4 Rhodamine B 之全波長 
 
圖 4-5 Acid Fuchsin 之全波長 
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圖 4-6 Methylene Blue 之全波長 
 
圖 4-7 Acid Black 之全波長 
 
圖 4-8 Acid Blue 之全波長 
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4-10  田口式實驗設計法 
傳統的實驗設計是採用試誤法(trial-and-error)、一次變動一因子
法(one-facotor-at-a-time experiment)來進行實驗，以取得最佳的操作條
件，往往實驗因子過多時，會非常耗費時間且增加實驗成本的消耗。
田口式實驗設計法則取代傳統的單一因子試誤法，並且能夠同時考慮
各因子間有可能的交互作用和互相關聯，透過直交表的設計，來減低
實驗的組數，有效節省實驗所需的時間，再利用S/N比對實驗數據進
行的分析，得到具有代表性的最佳化實驗條件結果。 
 
4-10-1 實驗設計之 L9直交表 
實驗設計之直交表種類相當多，其中常見的有 L8(23)、L9(34)、
L16(2
15)、L27(313)、L32(231)等。本實驗是運用田口式實驗設計法- L9直
交表的實驗配置來找出脫色菌株-活菌及死菌去除染料之各實驗因子
的最佳化條件結果。L9直交表之實驗配置為選定 4 種實驗的因子，而
各因子有 3 種水準數，經由直交的配列方式，將原來傳統之 34=81 組
的實驗組數簡化成為 9 組實驗組數，表 4-2、表 4-3 為本實驗所設定
出脫色菌株-活菌及死菌的 4 種實驗因子之 3 種水準數，表 4-4 為田口
式實驗設計法- L9直交表所排列出的實驗因子組合。 
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表4-2 活菌的4種實驗因子之3種水準數 
實驗因子 
 
水準數 
A(溫度) 
(℃) 
B(菌種濃度) 
活菌(abs) 
C(染料濃度) 
(ppm) 
D(震盪速率) 
(rpm) 
1 20 0.3 40 60 
2 28 0.6 80 120 
3 37 0.9 160 180 
 
表4-3 死菌的4種實驗因子之3種水準數 
實驗因子 
 
水準數 
A(溫度) 
(℃) 
B(菌種濃度) 
死菌(g) 
C(染料濃度) 
(ppm) 
D(震盪速率) 
(rpm) 
1 20 0.05 40 60 
2 30 0.1 80 120 
3 50 0.3 160 180 
 
表4-4 田口式實驗設計法- L9直交表所排列出的實驗因子組合 
實驗因子 
 
實驗組數 
溫度 菌種濃度 染料濃度 震盪速率 
1 1 1 1 1 
2 1 2 2 2 
  - 50 -
3 1 3 3 3 
4 2 1 2 3 
5 2 2 3 1 
6 2 3 1 2 
7 3 1 3 2 
8 3 2 1 3 
9 3 3 2 1 
 
4-10-2  信號雜訊比(S/N 比) 
    田口式實驗設計法提到的 S/N 比，在通訊工程中常使用的用語，
即為信號雜訊比，主要用來當作特性值的解析，S/N 比值越大表示損
失越小，S/N 是以實驗值的平均值做為 S、標準偏差做為 N，所以 S/N
比值等於相對標準偏差的倒數，S/N 比一般可分為望大特性、望小特
性、望目特性三種特性，其敘述如下: 
 
(a) 望大特性 (The-Larger-Better) 
望大特性是指所得到的實驗數值越大越好之特性；亦即，當平均
值越大，變異越小的傾向。其公式為: 
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(b) 望小特性 (The -Smaller-Better) 
  望小特性是指所得到的實驗數值越大越好之特性；亦即，當平均
值越小，變異越小的傾向。其公式為: 
 
 
(c) 望目特性 (The -Nominal-Better) 
  是以限定的實驗目標數值為最適當，不希望在任何地方發生變異
的特性值，稱之為望目特性。其公式為: 
 
其中，Sm ：一般平均變動； Ve ：誤差變異數。 
 
4-11  等溫平衡吸附實驗 
4-11-1  等溫平衡吸附實驗-死菌 
將乾燥菌體研磨後以40 mash (425 μm)過篩的細菌粉末取 0.3 g投
入 50 ml 、2000 ppm 的 Methylene Blue 溶液中，放入恆溫搖盪培養箱
內，以 20 ℃、180 rpm 進行脫色實驗，分別在 0、10、30、60、90、
120 min 進行取樣(1ml)，以 10000 g 、15 min 將樣本離心，離心後，
取上清液，將之稀釋 100 倍後(DO 值須符合線性量測範圍 0~2)，再以
分光光度計設定 660 nm 進行比色，分析上清液的染料濃度之變化。 
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4-11-2  等溫平衡吸附實驗-活菌 
    將脫色菌株之菌液以分光光度計量測，將菌液濃度調整到 OD600: 
0.9 (7.4x107 cfu/ml)，取 2.5 ml 加入 47.5 ml 、 800 ppm 的 Methylene 
Blue 溶液中，放入恆溫搖盪培養箱內，以 28 ℃、180 rpm 進行脫色實
驗，分別在 0、12、24、36、48、60 hr，進行取樣，以 10000 g 、15 
min 將樣本離心，離心後，抽取上清液，將之稀釋 100 倍後(DO 值須
符合線性量測範圍 0~2)，再以分光光度計設定 660 nm 進行比色，分
析上清液的染料濃度之變化。 
 
4-12  比較活菌、死菌脫色能力實驗 
    此實驗藉由田口式實驗所得到的最佳操作條件來探討
Pseudomonas sp. JTMB-F 活菌、死菌對染料脫色能力之間的差異。 
 
4-12-1  比較活菌、死菌脫色能力實驗-活菌 
將脫色菌株之菌液以分光光度計量測，將菌液濃度調整到
OD600:0.9 (7.4x10
7
 cfu/ml)，取 2.5 ml 稀釋過的菌液加入 47.5 ml、800 
ppm 的 Methylene Blue 溶液，以 28 ℃、180 rpm 進行脫色實驗，分別
在 0、12、24、36、48 hr，進行取樣，以 10000 g 、15 min 將樣本離
心，離心後，抽取上清液，將之稀釋 100 倍後(DO 值須符合線性量測
範圍 0~2)，再以分光光度計設定 660 nm 進行比色，分析上清液的染
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料濃度之變化。 
 
4-12-2  比較活菌、死菌脫色能力實驗-死菌 
將乾燥菌體研磨後以40 mash (425 μm)過篩的細菌粉末取 0.3 g投
入 50 ml、800ppm 的 Methylene Blue 溶液中，放入恆溫搖盪培養箱內，
以 20 ℃、180 rpm 進行脫色實驗，分別在 0、12、24、36、48 hr，進
行取樣，以 10000 g、15 min 將樣本離心，離心後，抽取上清液，將
之稀釋 100 倍後(DO 值須符合線性量測範圍 0~2)，再以分光光度計設
定 660 nm 進行比色，分析上清液的染料濃度之變化。 
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第五章  研究結果與討論 
5-1  脫色菌株之篩選試驗結果 
本研究為了尋找脫色菌株自仁德大排所採集的水樣本中，分離出
12 株優勢菌株(菌株:JTMB-A~L 菌)，將此 12 株優勢菌株 methylene 
blue 溶液進行脫色能力的篩選試驗，其結果如圖 5-1～圖 5-13 所示。
為了將試驗結果量化，我們將脫色前、後的溶液，以分光光度計進行
比色，所得結果如圖 5-14 所示。由實驗結果得知在脫色 48 hr 後
JTMB-F 菌的染料剩餘率剩下 18 %，比並且在實驗前期(第 8 hr)染料
剩餘率就降到 66 %(脫色率: 34%)，比起其他菌株，JTMB-F 菌對
methylene blue 溶液顯現較佳、較快的脫色能力，因此本研究採用
JTMB-F 菌來進行後續的研究。  
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圖 5-1 JTMB-A 菌對 Methylene Blue 溶液脫色之結果 
 
圖 5-2 JTMB- B 菌對 Methylene Blue 溶液脫色之結果 
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圖 5-3 JTMB-C 菌對 Methylene Blue 溶液脫色之結果 
 
圖 5-4 JTMB-D 菌對 Methylene Blue 溶液脫色之結果 
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圖 5-5 JTMB-E 菌對 Methylene Blue 溶液脫色之結果 
 
圖 5-6 JTMB-F 菌對 Methylene Blue 溶液脫色之結果 
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圖 5-7 JTMB-G 菌對 Methylene Blue 溶液脫色之結果 
 
圖 5-8 JTMB-H 菌對 Methylene Blue 溶液脫色之結果 
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圖 5-9 JTMB-I 菌對 Methylene Blue 溶液脫色之結果 
 
圖 5-10 JTMB-J 菌對 Methylene Blue 溶液脫色之結果 
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圖 5-11 JTMB-K 菌對 Methylene Blue 溶液脫色之結果 
 
圖 5-12 JTMB-L 菌對 Methylene Blue 溶液脫色之結果 
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圖 5-13 陰性對照組(不添加任何菌液)之結果 
 
 
圖 5-14 不同菌株對 Methylene Blue 溶液之脫色結果 
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5-2  JTMB-F 菌之鑑定結果 
經由脫色菌株之篩選試驗結果找到 JTMB-F 菌具有優異的脫色能
力，將此菌株密封保存送到新竹食品工業發展研究所菌種保存中心進
行委託鑑定，而菌種保存中心進行了下列幾項鑑定，其一是革蘭氏染
色，由圖 5-15 結果顯示，JTMB-F 菌屬於革蘭氏陰性桿菌，二是 16S 
rDNA 的部分序列定序分析，其結果如表 5-1 所示，最後是菌體的脂
肪酸鑑定分析，來確認菌體細胞結構特性，其結果由圖 5-16 及表 5-2 
所示，此外，生化鑑定結果亦指出此菌具觸酶、氧化酶及運動性，於
好氧環境可生長，但在厭氧環境下無法生長，不會產生內孢子，最後
綜合以上的分析結果判定 JTMB-F 菌為 Pseudomonas sp.。 
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圖 5-15 Pseudomonas sp. JTMB-F 之革蘭氏染色結果(1000 倍)  
 
表 5-1 Pseudomonas sp. JTMB-F 之 16S rDNA 部分序列 
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圖 5-16 Pseudomonas sp. JTMB-F 之脂肪酸鑑定圖 
 
表 5-2 Pseudomonas sp. JTMB-F 脂肪酸鑑定分析結果 
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5-3  Pseudomonas sp. JTMB-F的生長曲線 
為了瞭解 Pseudomonas sp. JTMB-F 的生長週期，測定此
Pseudomonas sp. JTMB-F之生長曲線，其結果如圖 5-17 所示。由圖 5-17
的結果可知，在開始培養的 0 至 3 小時屬於 Pseudomonas sp. JTMB-F
的遲滯期，第 3 至 12 小時屬於 Pseudomonas sp. JTMB-F 的對數期，第
12 至 16 小時屬於 Pseudomonas sp. JTMB-F 的穩定期，而自第 16 小時
開始則此菌進入 Pseudomonas sp. JTMB-F 的衰退期，由上述結果可知
Pseudomonas sp. JTMB-F 約在 1 天的時間內就經歷整個的生長週期。 
 
 
圖5-17 Pseudomonas sp. JTMB-F之生長曲線 
 
 
 
遲滯期 對數期 穩定期 衰退期 
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5-4  建立脫色菌株 Pseudomonas sp. JTMB-F的細菌檢量線 
本研究中，會建立 Pseudomonas sp. JTMB-F 的細菌檢量線，主要
是為了能夠瞭解在試驗中，脫色菌株的真正使用濃度，其檢量線如圖
5-18 所表示，由此圖可以得知，不同的吸光度所對應的細菌濃度，例
如:(OD600 : 0.3)代入下圖公式得到菌液濃度為 2.5X 10
7 cfu/ml。 
 
 
圖 5-18 Pseudomonas sp. JTMB-F 之濃度檢量線 
 
5-5  染料的檢量線 
本研究中，為了確認所配製的染料濃度及後續實驗計算染料剩餘
率及去除率，因此建立染料的檢量線，其結果如圖 5-19～圖 5-25 所
示，利用這些檢量線可得知不同的吸光度所對應之染料濃度。 
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圖 5-19 Orange G 之檢量線 
 
圖 5-20 Methyl Violet 之檢量線 
 
圖 5-21 Rhodamine B 之檢量線 
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圖 5-22 Acid Fuchsin 之檢量線 
 
圖 5-23 Methylene Blue 之檢量線 
 
圖 5-24 Acid Black 之檢量線 
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圖 5-25 Acid Blue 之檢量線 
 
5-6  Pseudomonas sp. JTMB-F 的掃描式電子顯微鏡圖像 
    藉由電子顯微鏡圖像來檢視 Pseudomonas sp. JTMB-F 在去除
Methylene Blue 前、後菌體的表面形態是否產生變化，其結果如圖 5-26
與圖 5-27 所示。由圖 5-26 可以看出 Pseudomonas sp. JTMB-F 去除染
料前菌體呈桿狀且表面較無破損及扭曲的情況 (照片中在菌體周圍
的細長條狀物體為原本附著在載玻片的雜質) 。而由圖 5-27 可看出
Pseudomonas sp. JTMB-F 與染料接觸後的菌體明顯的扭曲且菌體邊
緣呈現不規則的情況，由此判斷應為 Methylene Blue 附著在
Pseudomonas sp. JTMB-F 的表面導致形態產生變化。 
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圖 5-26 脫色前 Pseudomonas sp. JTMB-F 掃描式電子顯微鏡檢視結果
(放大 10000 倍) 
 
 
圖 5-27 脫色後 Pseudomonas sp. JTMB-F 掃描式電子顯微鏡檢視結果 
(放大 10000 倍) 
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5-7  脫色菌株 Pseudomonas sp. JTMB-F 對不同染料脫色能力
之檢測 
本實驗除了 Methylene Blue 之外，另外也探討 Pseudomonas sp. 
JTMB-F 對 Orange G 、Methyl Violet 、Rhodamine B 、Acid Fuchsin 、
Acid Black 與 Acid Blue 六種不同染料的脫色能力，其結果如圖 5-28
所示。由結果可得知脫色 48 小時後 Pseudomonas sp. JTMB-F 對 Acid 
Blue 的染料剩餘率剩 6 %，比對 Methylene Blue 約 18%以及其他的染
料有較高的脫色能力，但我們若在脫色的早期觀察則可發現，此菌在
脫色的第 8 小時對 Methylene Blue 的剩餘率就達 56 % (脫色率 44 %)，
比對 Acid Blue 的去除效果佳，所以本研究還是採用 Methylene Blue
做為後續的研究材料。 
 
圖 5-28 Pseudomonas sp. JTMB-F 對不同染料的脫色能力比較 
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5-8  脫色菌株 Pseudomonas sp. JTMB-F 對 Methylene Blue 脫色
前後之全波長試驗 
為了進一步證實 Pseudomonas sp. JTMB-F 對染料的去除效果且
欲觀察脫色菌株是否藉由生物降解來行脫色作用，我們進行了染料脫
色前後的全波長試驗，並且將其脫色前後結果狀況以圖片方式呈現，
其結果如圖 5-29 與圖 5-30 所示。由結果得知脫色後第五天全波長最
高波峰的吸光數值比脫色前全波長最高波峰的吸光數值減少約
0.4337 abs，大約降低 46 %，而且未見到脫色後有多餘之波峰出現，
而在圖 5-30 可以看到染料在進行脫色後第五天顏色有明顯變淡的趨
勢，顯示此菌株並未以生物降解的方式進行脫色，並且再次驗證了
Pseudomonas sp. JTMB-F 對 Methylene Blue 優異之脫色能力。 
 
圖 5-29  Pseudomonas sp. JTMB-F 對 Methylene Blue 脫色前後之全波
長試驗 
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圖 5-30 Pseudomonas sp. JTMB-F 對 Methylene Blue 脫色前、後圖片 
 
5-9  不同生長時期的脫色菌株對染料脫色能力之比較 
5-9-1  不同生長時期的脫色菌株對染料脫色能力之比較-活菌 
 為了瞭解 Pseudomonas sp. JTMB-F 在不同生長階段對染料脫色能
力之差異，因此我們分別以對數期(6 hr)和穩定期(15 hr)的活菌來對
Methylene Blue 進行脫色能力之比較，其結果如圖 5-31 所示。由此結
果可知在對數期或穩定期，Pseudomonas sp. JTMB-F 對 Methylene 
Blue 的脫色剩餘率分別剩下 20 %及 19%，其脫色能力穩定期比對數
期稍高一些，所以本研究採用穩定期的 Pseudomonas sp. JTMB-F 來進
行後續的研究。 
脫色前(0 hr) 脫色後(5 day) 
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圖 5-31  不同生長時期之 Pseudomonas sp. JTMB-F(活菌)對
Methylene Blue 脫色能力比較 
 
5-9-2  不同生長時期的脫色菌株對染料脫色能力之比較-死菌 
為了瞭解 Pseudomonas sp. JTMB-F 在不同生長階段對染料脫色
能力之差異，因此我們分別以對數期(6 hr)和穩定期(15 hr)的死菌來對
Methylene Blue 進行脫色能力之比較，其結果如圖 5-32 所示。由此結
果可知不論對數期或穩定期，Pseudomonas sp. JTMB-F 對 Methylene 
Blue 的脫色剩餘率都為 11 %，脫色能力無分軒輊，但由於穩定期的
Pseudomonas sp. JTMB-F 培養時所產出的菌量較對數期時來的多，若
以經濟成本考量，收集穩定期的 Pseudomonas sp. JTMB-F 比較符合後
續實驗的需要，所以本研究採用穩定期的 Pseudomonas sp. JTMB-F 來
進行後續的研究。 
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圖 5-32  不同生長時期之 Pseudomonas sp. JTMB-F(死菌)對
Methylene Blue 脫色能力比較 
 
5-10  田口式實驗 
5-10-1  脫色菌株(死菌)之最佳實驗條件 
    為了找出最佳的實驗，本研究採用田口式實驗設計法- L9 直交表
來進行脫色菌株(死菌)之各實驗因子的實驗配置及試驗，其實驗配置
及各實驗因子的試驗結果由表 5-3 所示，由表 5-3 的結果發現針對不
同實驗組合，每種組合的脫色菌株(死菌)對染料的去除效率有變多與
變少之變化，其中表 5-3 的 S/N 比值，是以望大特性分析的計算式所
求得。在求出各實驗組的 S/N 比值後，再對溫度、菌體濃度、染料濃
度、震盪速率等四項實驗因子做去除效率的影響分析，其結果由表 5-4
所示，由表 5-4 的 S/N 比回應表得知影響脫色菌株-死菌對染料之去除
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效率在我們所設定的範圍內為菌體濃度>溫度>震盪速率>染料濃度。
然後利用表 5-4 的 S/N 比回應表可畫出各實驗因子的 S/N 比回應圖 
(圖 5-33)，因本研究以望大特性分析來做為目標特性，所以由圖 5-32
得知最佳染料去除效率的組合為 A1、B3、C2、D3，即溫度: 20 ℃、
菌體濃度: 0.3 g、染料濃度: 80 ppm、震盪速率: 180 rpm，且發現菌體
濃度為影響脫色菌株(死菌)對染料去除效率之最敏感因素。 
 
表 5-3 脫色菌株(死菌)-各實驗中去除染料之去除率 
實驗編號 
各實驗中去除染料之去除率 
Ave S S/N y1      y2      y3      y4       y5 
1 78.1 79.2 78.1 80.2 79.2 78.96 0.88 37.95 
2 93.1 93.7 91.5 93.1 92.6 92.80 0.82 39.35 
3 94.3 94 93.4 93.7 93.7 93.82 0.34 39.45 
4 85.7 85.2 87.3 84.1 85.7 85.60 1.15 38.65 
5 88.5 86.9 87.7 87.4 88.5 87.80 0.70 38.87 
6 86.5 84.4 84.4 85.4 84.4 85.02 0.93 38.59 
7 68.9 70.5 71.3 70.5 69.1 70.06 1.02 36.91 
8 84.4 81.3 83.3 83.3 84.4 83.34 1.27 38.41 
9 86.8 86.8 85.2 86.2 85.7 86.14 0.70 38.68 
All= 84.84 0.87 38.54 
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表 5-4 脫色菌株(死菌)-S/N 比回應表 
A(溫度) B(菌體濃度) C(染料濃度) D(震盪速率) 
Leve1 38.91 37.83 38.32 38.50 
Leve2 38.70 38.88 38.89 38.28 
Leve3 38.00 38.90 38.41 38.84 
Effect 0.91  1.07  0.48 0.55  
Rank 2 1 4 3 
 
 
圖 5-33 脫色菌株(死菌)-S/N 比回應圖 
 
5-10-2  脫色菌株(活菌)之最佳實驗條件 
為了找出脫色菌株(活菌)最佳的脫色實驗條件，本研究採用田口
式實驗設計法- L9直交表來進行脫色菌株(活菌)之各實驗因子的實驗
配置及試驗，其結果由表 5-5 所示，由表 5-5 發現針對不同實驗組合，
每種組合的脫色菌株(活菌)對染料的去除效率有變多與變少之變化，
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其中表 5-5 的 S/N 比值，是以望大特性分析的計算式所求得。在求出
各實驗組的 S/N 比值後，再對溫度、菌體濃度、染料濃度、震盪速率
等四項實驗因子做脫色效率的影響分析，其結果由表 5-6 所示，由此
表 5-6 的 S/N 比回應表得知結果與死菌的研究結果相同，影響脫色菌
株(活菌)對染料之去除效率在我們所設定的範圍內為菌體濃度>溫度
>震盪速率>染料濃度。然後利用表.5-6 的 S/N 比回應表可畫出各實驗
因子的 S/N 比回應圖(圖 5-34)，因本研究以望大特性分析來做為目標
特性，所以由圖 5-33 得知最佳染料去除效率的水準組合 A2、B3、C2、
D3，即溫度: 28 ℃、菌體濃度: 0.9 abs、染料濃度: 80 ppm、震盪速率: 
180 rpm，且發現結果與死菌相同，菌體濃度為影響脫色菌株(活菌)
對染料的去除效率之最敏感因素。 
 
表 5-5 脫色菌株(活菌)-各實驗中去除染料之去除率 
實驗編號 
各實驗中去除染料之去除率 
Ave S S/N y1      y2      y3      y4       y5 
1 56.4 54.1 54.1 55.3 54.1 54.80 1.03 34.77 
2 66.3 63.5 66.3 65.2 65.2 65.30 1.15 36.29 
3 68.4 70.3 70.0 70.9 69.3 69.78 0.96 36.87 
4 68.5 69.1 70.2 68.5 68.0 68.86 0.84 36.76 
5 65.9 64.7 65.9 64.1 65.3 65.18 0.78 36.28 
6 70.6 68.2 69.4 68.2 70.6 69.40 1.20 36.82 
7 22.0 23.8 22.6 21.1 21.7 22.24 1.03 26.92 
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8 55.3 52.9 54.1 55.3 54.1 54.34 1.00 34.70 
9 81.2 81.8 80.1 82.3 81.2 81.32 0.82 37.23 
        All= 61.25 0.98 35.18 
 
表 5-6 脫色菌株(活菌)-S/N 比回應表 
A(溫度) B(菌體濃度) C(染料濃度) D(震盪速率) 
Leve1 35.98 32.82 35.43 36.09 
Leve2 36.62 35.76 36.76 33.35 
Leve3 32.95 36.98 33.36 36.11 
Effect 3.67  4.16  3.40 2.76  
Rank 2 1 3 4 
 
 
 
 
圖 5-34 脫色菌株(活菌)-S/N 比回應圖 
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5-11  等溫平衡吸附曲線 
    為了瞭解 Pseudomonas sp. JTMB-F 對染料的吸附過程，本研究取
脫色菌株(死菌) 0.3 g，投入 2000 ppm 之 Methylene Blue 溶液進行吸
附實驗，探討脫色菌株(死菌)隨著時間的增加，對染料的吸附變化，
將吸附量與吸附時間作圖，其結果如圖 5-35 所示，當反應時間到達
60 分鐘時，染料之吸附會達到平衡狀態。 
另外本研究也探討 Pseudomonas sp . JTMB-F 脫色菌株(活菌)對
染料的吸附過程，取 OD600: 0.9 abs (7.4x10
7
 cfu/ml)菌液，投入 800 ppm
之 Methylene Blue 溶液進行吸附實驗，探討脫色菌株(活菌)隨著時間
的增加，對染料的吸附變化情況，吸附量與吸附時間作圖，其結果如
圖 5-36 所示，當反應時間到達 48 hr 時，脫色菌株(活菌)對 Methylene 
Blue 之吸附會達到平衡狀態。由上述結果推論，因為脫色菌株
Pseudomonas sp. JTMB-F 表面吸附染料的活性位置有限，隨著吸附時
間增加，使染料的數量達到飽合平衡。 
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圖 5-35 脫色菌株(死菌)之等溫吸附平衡曲線 
 
圖 5-36 脫色菌株(活菌)之等溫吸附平衡曲線 
 
5-12  等溫吸附動力學 
為了瞭解 Pseudomonas sp. JTMB-F 分別在死菌和活菌的狀態下對
染料吸附的動力模式，所以本研究採用 Langmuir 和 Freundlich 兩種
等溫吸附模式，分別探討 Pseudomonas sp. JTMB-F 與染料之間的交互
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作用，並依吸附實驗所得之結果求得 Langmuir 和 Freundlich 等溫吸
附模式的等溫吸附曲線，進而求得相關之係數。 
 
5-12-1  Langmuir 等溫吸附模式 
利用批次實驗，獲得 Ce、qe後，以 Ce/qe對 Ce作圖，可以得到如
圖 5-37、5-38 之結果，由其斜率與截距可求得 qmax、KL及 R2 (線性迴
歸係數)，整理在表 5-7、表 5-8中，由結果可知Pseudomonas sp. JTMB-F
死菌或是活菌的 R2值分別為 0.999 及 0.989，表示 Pseudomonas sp. 
JTMB-F 不論是死菌和活菌吸附染料的模式皆相當符合 Langmuir 等
溫吸附模式，屬於單層吸附。 
 
 
圖 5-37  Pseudomonas sp. JTMB-F(死菌)吸附染料之 Langmuir 等溫吸
附模式 
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表 5-7 Pseudomonas sp. JTMB-F(死菌)之 Langmuir 常數及相關係數 
Langmuir 常數及相關係數 
 qmax (mg/g) KL (l/mg) R2 
死菌 142.86 16.57 0.999 
 
 
圖 5-38  Pseudomonas sp. JTMB-F(活菌)吸附染料之 Langmuir 等溫吸
附模式 
 
表 5-8 Pseudomonas sp. JTMB-F(活菌)之 Langmuir 常數及相關係數 
Langmuir 常數及相關係數 
 qmax (mg/cfu/ml) KL (l/cfu/ml) R2 
活菌 9.7x10
-4  17.6x10-4  0.989  
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5-12-2  Freundlich 等溫吸附模式 
利用批次實驗，獲得 Ce、qe後，再以 log qe對 log Ce作圖，可以
得到如圖 5-39、5-40 之結果，並分別由斜率與截距即可求得 n、KF
及 R2 (線性迴歸係數)，整理如表 5-9、5-10 所示，由結果得知
Pseudomonas sp. JTMB-F 死菌和活菌的 R2值分別為 0.795 及 0.791，
表示此菌株不論是死菌或活菌吸附染料的模式皆不符合 Freundlich 等
溫吸附模式，不屬於單層吸附。由上述研究結果得知，脫色菌株
Pseudomonas sp. JTMB-F 吸附染料的模式屬於 Langmuir 等溫吸附模
式，屬於單層吸附。 
 
 
圖 5-39 Pseudomonas sp. JTMB-F(死菌)吸附染料之 Freundlich 等溫吸
附模式 
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表 5-9 Pseudomonas sp. JTMB-F(死菌)之 Freundlich 常數及相關係數 
Freundlich 常數及相關係數 
 N  Kf  R2 
死菌 3.07  9.18  0.795  
 
 
圖 5-40 Pseudomonas sp. JTMB-F(活菌)吸附染料之 Freundlich 等溫吸
附模式 
 
表 5-10 Pseudomonas sp. JTMB-F(活菌)之 Freundlich 常數及相關係數 
Freundlich 常數及相關係數 
 N  Kf  R2 
活菌 5.15   3.55   0.791   
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5-13  活菌、死菌脫色能力之比較 
   為了探討 Pseudomonas sp. JTMB-F 活菌、死菌脫色能力之差異，
本研究採用田口式實驗所得到的最佳操作條件來進行，其結果如圖
5-41 所示，由結果得知在脫色第 48 小時後死菌對 Methylene Blue 的
染料剩餘率剩下 8 %，並且在第 12 小時就已經達到吸附平衡，顯示
死菌對 Methylene Blue 的脫色能力比活菌來的較高且快速。 
 
 
圖 5-41 Pseudomonas sp. JTMB-F 活菌、死菌對 Methylene Blue 脫色能
力之比較 
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第六章  結論 
 
本研究提出以下幾點主要結論: 
1. 我們在台灣仁德大排污水中，找到一株對染料具有良好脫色效果的優
勢菌株: Pseudomonas sp. JTMB-F。 
2. 經測試，脫色菌株 Pseudomonas sp. JTMB-F 對 Acid Blue 有良好的脫
色能力(脫色率達 92 %)，但在試驗前期 Methylene Blue 比對其他染料
有更快速的脫色效果。 
3. 利用田口式實驗設計，證實在溫度、菌體濃度、染料濃度、震盪速率
的四項實驗因子中，影響脫色效率最敏感之因子為菌體濃度。 
4. 本研究發現 Langmuir 等溫吸附模式較 Freundlich 等溫吸附模式更能
描述脫色菌株 Pseudomonas sp. JTMB-F(活菌及死菌)去除染料的行
為。 
5. 本研究得知 Pseudomonas sp. JTMB-F(不論活菌或死菌)對染料皆有脫
色能力，但死菌的脫色能力比活菌要來的高。 
6. 將 Pseudomonas sp. JTMB-F吸附Methylene Blue之最大吸附量與其他
生物吸附劑吸附 Methylene Blue 之最大吸附量進行比較，如表 6-1 所
示: 
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表 6-1 各式生物吸附劑吸附 methylene blue 之最大吸附量比較 
生物吸附劑 實驗條件 最大吸附量 (mg/g)  參考文獻 
Algae  
(Gelidium) 
20 ℃，600 rpm，3 hr 171 Vilar et al., 2007 
Duckweed 
(Spirodela polyrhiza) 
25 ℃，200 rpm，40 min 
 
144.93 
 
Waranusantigul et al., 2003 
 
Pseudomonas sp. JTMB-F 
(死菌) 
20 ℃，180 rpm，2 hr 
 
142.86 
 
Present study 
 
Water hyacinth root 200 rpm，2 hr 128.9 Low et al., 1995 
Algal waste 20 ℃，600 rpm，3 hr 104 Vilar et al., 2007 
 
Green alga 
(Ulva lactuca) 
25℃，200 rpm，2 hr 
 
40.2 Sikaily et al., 2006 
 
Streptomyces rimosus 
(死菌) 
20 ℃，40 min 34.34 
 
Nac`era et al., 2006 
 
 
 
 
 
 
  - 89 -
第七章  參考文獻 
 
Almeida C. A. P., Debacher N. A., Downs A. J., Cottet L., Mello C. A.  
D., 2009, Removal of methylene blue from colored effluents by 
adsorption on montmorillonite clay, Journal of Colloid and Interface 
Science, 332:46-53 
 
Anandkumar J., Mandal B., 2010, Adsorption of chromium(VI) and  
Rhodamine B by surface modified tannery waste: Kinetic, 
mechanistic and thermodynamic studies, Journal of Hazardous 
Materials, In Press 
 
Arulkumar M., Sathishkumar P., Palvannan T., 2010, Optimization of  
Orange G dye adsorption by activated carbon of Thespesia 
populnea pods using Response Surface Methodology, Journal of 
Hazardous Materials, In Press 
 
Atun G., Hisarli G., Sheldrick W. S., Muhler M. , 2003, Adsorptive  
removal of methylene blue from colored effluents on fuller’s earth, 
Journal of Colloid and Interface Science, 261:32-39 
 
Azizian S., Haerifar M., Bashiri H., 2009, Adsorption of methyl violet  
onto granular activated carbon: Equilibrium,kinetics and modeling, 
Chemical Engineering, 146:36-41 
 
Banat I. M.,Nigam P., Singh D., Marchant R., 1996, Microbial  
decolorization of textile-dye-containing effluent:A review, 
Bioresource Technology, 58:217-227 
 
Basibuyuk M., Forster C. F., 1997, The use of sequential  
anaerobic/aerobic processes for the biotreatment of a simulated 
dyeing wastewater, Environ Technol, 18:843-848 
 
Bestani B., Benderdouche N., Benstaali B., Belhakem M., Addou  
A.,2008, Methylene blue and iodine adsorption onto an activated 
desert plant, Bioresource Technology, 99:8441-8444 
  - 90 -
Chen C. H., Chang C. F., Liu S. M., 2010, Partial degradation  
mechanisms of malachite green and methyl violet B by Shewanella 
decolorationis NTOU1 under anaerobic conditions, Journal of 
Hazardous Materials, 177:281-289 
 
Chin C. M., Yee S. H., Hung Y. H., 2006, An integrated technique using  
zero-valent iron and UV/H2O2 sequential process for complete 
decolorization and mineralization of C.I. Acid Black 24 wastewater, 
Journal of Hazardous Materials, 138:574-581 
 
Chunxiang Y., Chongqing W., Jianfeng Y., Lixiong Z., Xiaoqin L.,  
2009, Adsorption of methylene blue on mesoporous carbons prepared 
using acid- and alkaline-treated zeolite X as the template, Colloids 
and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 333: 
115-119 
 
Das S. K., Ghosh P., Ghosh I., GuhaA. K., 2008, Adsorption of  
rhodamine B on Rhizopus oryzae: Role of functional groups and 
cell wall components, Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 
65:30-34 
 
David W., 1995, The Physiology and Biochemistry of Prokaryotes,  
Oxford University Press, 4: 83-108 
 
Davis R. J., Gainer J. L., O’Neal G., Wu I. W., 1994, Photocatalytic  
decolorization of wastewater dyes, Water Environment Research, 
66:50-53 
 
Eichlerová I., Homolka L., Benada O., Kofronová O., Hubálek T.,  
Nerud F., 2007, Decolorization of Orange G and Remazol Brilliant 
Blue R by the white rot fungus Dichomitus squalens: Toxicological 
evaluation and morphological study, Chemosphere, 69:795-802 
 
Fernandes A. N., Almeida C. A. P., Menezes C. T. B., Debacher N. A.,  
Sierra M.M.D, 2007, Removal of methylene blue from aqueous 
solution by peat, Journal of Hazardous Materials , 144:412-419 
 
  - 91 -
FitzGerald S. W., Bishop P. L., 1995, Two stage anaerobic/aerobic  
treatment of sulfonated azo dyes, Environmental Science and Health, 
30: 1251-1276 
 
Flores E. R., Luijten M., Donlon B. A., Lettinga G., Field J A., 1997,  
Complete biodegradation of the azo dye azodisalicylate under 
anaerobic conditions, Environmental Sciences Technology, 
31:2098-2103 
 
Forgacs E., Cserhati T., Orosb G., 2004, Removal of synthetic dyes from  
wastewaters: a review, Environment International, 30:953-971 
 
Ganesh R., Boardman G. D., Michelsen D., 1994, Fate of azo dyes in  
sludges, Water Research, 28:1367-1376 
 
Glenn J. K., Gold M., 1983, Decolorization of several polymeric dyes  
by the lignin-degrading Basidiomycete Phanerochaeie 
chrysosporiiim, Appl Environ Microbioi, 45:1741-1747 
 
Hameed B. H., 2008, Equilibrium and kinetic studies of methyl violet  
sorption by agricultural waste, Journal of Hazardous Materials, 
154:204-212 
 
Heinrich T. K., Gottumukkala V., Snay E., Dunning P., Fahey  
F. H., Treves S. T., Packard A.B., 2010, Synthesis of fluorine-18 
labeled rhodamine B: A Potential PET myocardial perfusion 
imaging agent, Applied Radiation and Isotopes, 68:96-100 
 
Heiss G. S., Gowan B., Dabbs E. R., 1992, Cloning of DNA from a  
Rhodococcius strain conferring the ability to d nated azo dyes, 
FEMS Microbiology Letters, 99:221-226 
 
Hong S., Wen C., He J., Gan F., Shan Y. H., 2009, Adsorption  
thermodynamics of Methylene Blue onto bentonite, Journal of 
Hazardous Materials, 167:630-633 
 
 
  - 92 -
Jia J., Yang J., Liao J., Wang W., Wang Z., 1999, Treatment of dyeing  
wastewater with ACF electrodes, Water Research, 33:881-884 
 
Jianhui S., Xiaolei W., Jingyu S., Ruixia S., Shengpeng S., Liping Q.,  
2006, Photocatalytic degradation and kinetics of Orange G using  
nano-sized Sn(IV)/TiO2/AC photocatalyst, Journal of Molecular 
Catalysis A: Chemical, 260:241-246 
 
Jian H., Huang X., Li S., Zhou S., Cen Y., Tso W. W., 1994, A pilot plant  
using immobilized cells for dye removal from dye manufacturing  
wastes, Resources,Conservation and Recycling, 11:189-195 
 
Jin X., Jiang M. Q., ShanX. Q., Pei Z G, Chen Z, 2008, Adsorption of  
methylene blue and orange II onto unmodified and 
surfactant-modified zeolite, Journal of Colloid and Interface 
Science, 328:243-247 
 
Jinqi L., Houtian L., 1992, Aerobic biodegradation of azo dyes by algae,  
Environmental Pollution, 75:273-278 
 
Jung F. H., Yee S. H., Tajima K., 2006, Decolorization of acid black 24  
by the FeGAC/H2O2 process, Journal of Hazardous Materials, 
128:192-200 
 
Kanekar P., Sarnaik S., 1991, An activated sludge process to reduce the  
pollution load of a dye-industry waste, Environmental Pollution,  
70:27-33 
 
Low K. S., Lee C. K., Tan K. K.,1995, Biosorption of basic dyes by water  
hyacinth roots, Bioresource Technology,52:79-83 
 
Madhavan J., Grieser F., Ashokkumar M., 2010, Degradation of  
orange-G by advanced oxidation processes, Ultrasonics 
Sonochemistry, 17:338-343 
 
Mingfei Z., Peng L., 2008, Adsorption behavior of methylene blue on  
halloysite nanotubes, Microporous and Mesoporous Materials, 
  - 93 -
112:419-424 
 
Mittal A., Gajbe V., Mittal J., 2008, Removal and recovery of hazardous  
triphenylmethane dye, Methyl Violet through adsorption over 
granulated waste materials, Journal of Hazardous Materials, 
150:364-375 
 
Morita M., Ito R., Kamidate T., Watanabe H., 1996, Kinetics of  
peroxidase catalyzed decoloriration of Orange II with hydrogen 
peroxide, Textile Research Journal, 66:470-473 
 
Nac`era Y., Aicha B., 2006, Equilibrium and kinetic modelling of  
methylene blue biosorption by pretreated dead streptomyces rimosus: 
Effect of temperature, Chemical Engineering Journal, 119:121-125 
 
Ofomaja A. E., 2008, Kinetic study and sorption mechanism of  
methylene blue and methyl violet onto mansonia (Mansonia 
altissima) wood sawdust, Chemical Engineering Journal, 143:85-95 
 
Okumura H., Murakami M., Kouyama T.,2005, Crystal Structures of Acid  
Blue and Alkaline Purple Forms of Bacteriorhodopsin, Journal of 
Molecular Biology, 351:481-495 
 
O’Neill C., Lopez A.,Esteves S., Hawkes F. R., Hawkes D. L., 
Wilcox S., 2000, Azo-dye degradation in an anaerobic-aerobic 
treatment system operating on simulated textile effluent,Appl 
Microbial Biotechnol, 53:249-254 
 
Pagga U., Taeger K., 1994, Development of a method for adsorption of  
dyestuffs on actived sludge, Water Research, 28:1051-1057 
 
Palanisamy P. N., Sivakumar P., 2009, Kinetic and isotherm studies of  
the adsorption of Acid Blue 92 using a low-cost non-conventional 
activated carbon, Desalination, 249:388-397 
 
 
 
  - 94 -
Peng S. S., Jie C. L. , Hui S. J., Hui S. S., Hong F. M., Zhou Q., 2009, 
Decolorization of an azo dye Orange G in aqueous solution by 
Fenton oxidation process: Effect of system parameters and kinetic 
study, Journal of Hazardous Materials, 161:1052-1057 
 
Pang Y. L., Abdullah A. Z., Bhatia S., 2010, Optimization of  
sonocatalytic degradation of Rhodamine B in aqueous solution in 
the presence of TiO2 nanotubes using response surface methodology, 
Chemical Engineering Journal,In Press 
 
Rastogi K., Sahu J. N., Meikap B. C., Biswas M. N., 2008, Removal of  
methylene blue from wastewater using fly ash as an adsorbent by 
hydrocyclone, Journal of Hazardous Materials, 158:531-540 
 
Rong X. X., Zhong X. L., 2010, Degradation of azo dye Orange G in  
aqueous solutions by persulfate with ferrous ion, Separation and 
Purification Technology, 72:105-111 
 
Seshadri S., Bishop P. L., Agha A. M., 1994, Anaerobic/aerobic  
treatmentof selected azo dyes in wastewater, Waste Management, 
14:127-137 
 
Sheng H., Peng C. F., 1994, Treatment of textile wastewater by  
electrochemical method, Water Research, 28:277-282 
 
Sikailya A. E., Khaleda A., Nemra A. E., Abdelwahaba O., Removal of  
Methylene Blue from aqueous solution by marine green alga Ulva 
lactuca, Chemistry and Ecology, 22:149-157 
 
Sivakumar M., Pandit A. B., 2001, Ultrasound enhanced degradation of  
Rhodomine B : optimization with power density, Ultrasonics 
Sonochemistry, 8:233-240 
 
Slokar Y. M., Marechal A., Majcen L., 1998, Methods of decolorization  
of textile wastewater, Dyes and Pigments, 37:335-356 
 
 
  - 95 -
Song W. X., Yong Q., 2005, Equilibrium sorption isotherms for of Cu2+  
on rice bran, Process Biochemistry, 40:677-680 
 
Strickland A. F., Perkins W. S., 1995, Decolorization of continuous  
dyeing wastewater by ozanation, Textile Chemist and Colorist, 
11:27-32 
 
Talarposhti A. M., Donnelly T., Anderson G. K., 2001, Colour removal  
from a simulated dye wastewater using a two-phase anaerobic 
packed bed reactor, Water Research, 35:425-432 
 
Tan N. C. G., Borger A., Slenders P., Svitelskaya A., Lettinga G., Field J.  
A., 2000, Degradation of azo dye Mordant Yellow 10 in a sequential 
anaerobic and bioaugmented aerobic bioreactor, Water science and 
technology, 42:337-344 
 
Thanki P. N., Singh R. P., 2002, Photostabilization of Nylon 66 in  
presence of acid blue dyes, Polymer Degradation and Stability, 
75:423-430 
 
Vilar V. J. P., Botelho C. M. S., Boaventura R. A. R., 2007, Methylene  
blue adsorption by algal biomass based materials: Biosorbents 
characterization and process behavior, Journal of Hazardous 
Materials, 147:120-132 
 
Vijayaraghavan K., Juan M., Sang Y. Y., 2008, Biosorption of  
methylene blue from aqueous solution using free and 
polysulfone-immobilized Corynebacterium glutamicum: Batch and 
column studies, Bioresource Technology, 99:2864-2871 
 
Waranusantigul P., Pokethitiyooka P., Kruatrachuea M., Upathama E. S.,  
2003, Kinetics of basic dye (methylene blue) biosorption by giant 
duckweed (Spirodela polyrrhiza), Environmental Pollution, 
125:385-392 
 
Wang H. Y., Han J., Feng X. G., 2007, Spectroscopic study of orange  
G–β-cyclodextrin complex and its analytical application, 
  - 96 -
Spectrochimica Acta Part A, 66:578-585 
 
Wang Y., Zeng L., Ren X., Song H., Wang A., 2010, Removal of  
Methyl Violet from aqueous solutions using poly (acrylic 
acid-co-acrylamide) /attapulgite composite, Journal of 
Environmental Sciences, 22:7-14 
 
Weber E., Adams R. L., 1995, Chemical-and sediment-mediated reduction  
of the azo dye disperse blue 79, Environmental Sciences 
Technology, 29:1163-1170 
 
Yang F., Yu J., 1996, Development of a bioreactor system using an  
immobilized white rot fungus for decolorization, part II Continuous 
decolorization tests, Bioprocess and Biosystems Engineering, 
16:9-11 
 
Yee S. H., Chin C. M., Hung Y. H., Hung C. W., 2007, Reduction of an  
azo dye Acid Black 24 solution using synthesized nanoscale 
zerovalent iron particles, Journal of Colloid and Interface Science, 
314:89-97 
 
Zaoyan Y., Ke S., Guangliang S., Fan Y., Jinshan D., Huanian M., 1992,  
Anaerobic-aerobic treatment of a dye wastewater by combination of 
RBC with actived sludge, Water Science and Technology, 
26:2093-2096 
 
Zhan X. Q., Hua Y. J., Hua S. J., Chen W. Y., Jing H., Yu W. S., Gou X 
J., 2010, Thiospirolactone as a recognition site: Rhodamine B-based 
fluorescent probe for imaging hypochlorous acid generated in 
human neutrophil cells, Sensors and Actuators B: Chemical, 
150:774-780 
 
Zhang L., Zhou X., Guo X., Song X., Liu X., 2010, Investigation  
on the degradation of acid fuchsin induced oxidation by MgFe2O4 
under microwave irradiation, Journal of Molecular Catalysis A: 
Chemical, In Press 
 
  - 97 -
Zimmermann T., Kulla H. G., Leisinger T., 1982, Properties of purified  
Orange II azoreductase, the enzyme initiating azo dye degradation 
by Pseudomonas KF46, European Biochemistry, 129:197-203 
 
尤封陵、施玟玲、鄭德志、褚佩瑜、劉信雄、王俊傑，微生物學，
啟英文化事業有限公司，第二十一章，21-1，2003 
 
甘佳欣，以次氯酸去除染整廢水色度之反應動力學研究，碩士論文，
國立中山大學環境工程研究所， 2000 
 
吳錦、劉洪岐、吳淑岱，環境微生物，科技圖書股份有限公司，第
一章，第 3 一 6 頁， 1992 
 
宋欣真、鄭仁川，台灣地區染整業廢水污染防治現況，工業污染防 
治，第 49 期，第 27 一 46 頁， 1994 
 
呂世宗，『 台灣省染整工廠廢水解決方案之研究 』，工業污染防治， 
第三卷，第 40 一 46 頁， 1984 
 
徐永錢、顏昭錫、黃杏釗，染整製程廢水之混凝褪色，第二十一屆 
廢水處理技街研討會論文集，中華民國環境工程學會，第 547 頁， 
1996 
 
洪淑汝，探討 Sphingobacterium sp.菌種對偶氮染料降解之可行性 
研究，輔仁大學化學系，2006 
 
康世芳，我國染整廢水問題與技術需求，經濟部中小企業處染整污 
染防治講習會，台北市， 1990 
 
張忠正，以綠膿桿菌為重金屬生物吸附劑之效果評估，碩士論文， 
逢甲大學化工系，1996 
 
張珣杰，活性碳吸附法，化工技術 8 期：170，1997 
 
  - 98 -
郭世強，廚餘厭氧醱酵產氫程序之功能評估，碩士論文，國立成功 
大學環境工程學系， 2006 
 
邱永亮譯，染料之合成與特性、徐氏基金會出版、第一章，第 l 一  
13 頁， 1987 
 
葉茂淞，以天然與基因重組菌種進行偶亂染料褪色動力學之研究， 
碩士論文，逢甲大學化學工程研究所， 2002 
 
陳水樹，反應性染料之棉染色問題點，染化雜誌，第 34 期，第 38  
– 46 頁， 1987 
 
羅錦興，田口品質工程指引，財團法人中國生產力中心，1999 
